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Liposomi so sferični lipidni vezikli, ki zaradi sposobnosti vgradnje tako hidro- kot tudi 
lipofilnih učinkovin in tarčne dostave v farmaciji pridobivajo na svoji veljavi kot obetavni 
nanodostavni sistemi. Eden večjih izzivov je priprava liposomov v industrijskem merilu, kjer 
sušenje z razprševanjem predstavlja izreden potencial. Izhajajoč iz slednjega, je bil cilj 
magistrske naloge ovrednotiti vpliv različnih topil in parametrov sušenja z razprševanjem na 
izdelavo liposomov s predhodno določeno sestavo, s čimer bi pridobili pomembne podatke 
o možnosti prenosa metode izdelave na proizvodno raven.  
Na podlagi literature in eksperimentov smo poiskali primerno topilo za raztapljanje 
fosfolipidov (distearoilfosfatidilholin (DSPC), natrijeva sol distearoilfosfatidilglicerol 
(DSPG-Na)) in holesterola. Liposome smo izdelali tako, da smo raztopino pomožnih snovi 
sušili z razprševanjem pri različnih parametrih (hitrost razprševanja, hitrost in temperatura 
vstopnega zraka). Vmesni produkt smo nato rehidrirali z vodnim medijem ter nastale 
liposome ekstrudirali skozi polikarbonatno membrano. Na vmesnem produktu smo izvedli 
termično analizo, liposomom pa smo izmerili hidrodinamski premer, polidisperzni indeks in 
zeta potencial. Pri eksperimentalnem delu in analizi podatkov smo upoštevali princip 
načrtovanja eksperimentov, ki nam omogoča, da na majhnem številu eksperimentov dobimo 
maksimalno količino informacij za ovrednotenje procesa in končnega produkta. 
Glede na topnost pomožnih snovi in ICH smernic smo za pripravo disperzije izbrali dve 
topili: mešanico diklorometana in metanola v volumskem razmerju 1:1 in metanol. Proces 
raztapljanja DSPG-Na v topilih pa smo pospešili s segrevanjem disperzije na 40 °C. Z 
analizo nastalih liposomov smo ugotovili, da sta nanje imela vpliv le dva parametra sušenja 
z razprševanjem. Pri nižji hitrosti pretoka zraka dobimo večji izkoristek procesa, če zvišamo 
temperaturo vstopnega zraka po redispergiranju suhega produkta, pa dobimo manjše 
liposome. Premer začetnih liposomov se je s približno 800 nm po ekstruziji zmanjšal na 150 
nm, medtem ko je bil zeta potencial v obeh primerih praktično enak. Z metodo termične 
analize vzorcev smo dokazali tudi odsotnost zaostanka topil v suhem produktu. Ključna 
ugotovitev magistrskega dela je, da se z ekstruzijo liposomov vplivi parametrov sušenja z 
razprševanjem na velikost in porazdelitev velikosti liposomov izničijo. 
Ključne besede: liposomi, princip načrtovanja eksperimentov, topila, sušenje z 





Liposomes are spherical lipid vesicles constantly gaining ground in drug development as 
potential drug nanodelivery systems due to their ability to incorporate hydrophilic as well as 
lipophilic active ingredients. One of the major challenges is liposome production on an 
industrial scale where spray drying offers great potential. Stemming from the latter, the aim 
of this master's thesis was to evaluate the effects of different solvents and spray drying 
parameters on the production of liposomes with predetermined composition in order to 
obtain information on the possibility of transferring method to the production level. 
Based on literature and experiments we found suitable solvents for dissolving phospholipids 
(distearoyl phosphatidylcholine.(DSPC), distearoyl phosphatidylglycerole sodium salt 
(DSPG-Na)) and cholesterol. Liposomes were prepared by spray drying the lipid dispersion 
at varying parameters (air flow rate, feed rate and inlet temperature). The spray dried product 
was rehydrated in aqueous medium and the resulting liposomes were extruded through 
polycarbonate membrane. Thermal analysis was performed on spray dry powder and 
hydrodynamic diameter, polydispersity index and zeta potential of liposomes were 
measured. In experimental work and data analysis, we followed the principle of experimental 
design which allows us to obtain maximum amount of information for process and end 
product evaluation on a small number of experiments.  
Based on excipients solubility and ICH guidelines two solvents were selected for spray 
drying experiments: a mixture of dichloromethane and methanol in 1:1 volume ratio and 
methanol. The process of dissolving DSPG-Na was accelerated by heating the dispersion to 
40 °C. By analysing the resulting liposomes, we found that their properties were influenced 
by two spray drying parameters. Higher process yield was obtained at lower air flow rate 
and smaller liposomes were obtained if the inlet gas temperature was raised. The diameter 
of the resulting liposomes was about 800 nm and decreased to 150 nm after extrusion, while 
zeta potential remained the same in both cases. The absence of solvent residue in dry product 
was proved by thermal analysis of samples. The key finding of the master's thesis was that 
by extrusion of liposomes the effects of spray-drying parameters on the size and 
polydispersity index of liposomes are practically eliminated. 






cp  specifična toplota 
DCM  diklorometan 
DLS  metoda dinamičnega sipanja svetlobe (angl. dinamic light scattering) 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
DoE  načrtovanje eksperimenta (ang. design of experiment) 
DOPC  dioleilfosfatidilholin 
DOPG  dioleilfosfatidilglicerol 
DPPA   dipalmitoilfosfornakislina  
DPPC   dipalmitoilfosfatidilholin  
DPPE   dipalmitoilfosfatidiletanolamin  
DPPS   dipalmitoilfosfatidilserin 
DSC  diferenčna dinamična kalorimetrija (angl. differential scanning calorimeter) 
DSPC  distearoilfosfatidilholin 
DSPG-Na natrijeva sol distearoilfosfatidilglicerola 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
EMA  Evropska agencija za zdravila (angl. European Medicines Agency) 
FDA Vladni urad ZDA za hrano in zdravila (angl. Food and Drug 
Administration) 
FO  farmacevtska oblika 
H  entalpija 
ICH   Mednarodna zveza za harmonizacijo (angl. International Conference of 
Harmonization) 
KMK  kritična micelarna koncentracija 
LUV   veliki enoslojni liposomi (angl. large unilamellar vesicle) 




MLV   večslojni liposom (angl. multilamellar vesicle) 
NMR  jedrska magnetno resonančna spektroskopija (angl. nuclear magnetic 
resonance) 
PAS   površinsko aktivna snov 
PCS  fotonska korelacijska spektroskopija (angl. photon correlation spectroscopy) 
PC  fosfatidilholin 
PDI  polidisperzni indeks  
PEG  polietilenglikol  
PG  fosfatidilglicerol 
Q  toplotni tok 
RES  retikuloendotelijski sistem 
rpm  obrati na minuto (angl. rotation per minute) 
SUV   majhen enoslojni liposom (angl. small unilamellar vesicle) 
Tc  temperatura kristalizacije 
Tg  temperatura steklastega prehoda 
TINL  vhodna temperatura sušilnega plina 
Tm  temperatura faznega prehoda (temperatura tališča) 
TOUT  izhodna temperatura sušilnega plina 
Tp  temperatura pred prehoda 
Ts  temperatura subgela 
ΔHc  entalpija kristalizacije 
ΔHm  entalpija taljenja 






Nanotehnologija je interdisciplinarna veda, ki preučuje razvoj, izdelavo in uporabo materialov, ki 
imajo vsaj eno dimenzijo v nanometrskem območju. Najintenzivnejše raziskave se med drugim 
osredotočajo na razvoj nanotehnoloških zdravil (nanozdravil), kamor spadajo delci z velikostjo do 
1000 nm. Snovi v velikostnem razredu nanometra imajo v primerjavi s sistemi mikro in makro 
velikosti zaradi svoje majhnosti, velike specifične površine in visoke reaktivnosti drugačne 
lastnosti. V to kategorijo uvrščamo tudi lipidne vezikle, med katere sodijo o tudi liposomi, ki po 
zaslugi podobnosti biološkim membranam veliko obetajo na področju dostave zdravilnih 




Odkritje liposomov sega v leto 1960, ko je britanski hematolog dr. Alec D. Bangham na Inštitutu 
v Cambridgeu raziskoval vpliv fosfolipidov na strjevanje krvi. Po izpostavitvi fosfolipidov okolju 
z neomejeno količino vode je opazil tvorbo zapletenih in krhkih struktur. Dve leti pozneje je 
strukture ponovno podrobneje preučil pod elektronskim mikroskopom in ugotovil, da nastanejo 
spontano in tvorijo zaprt membranski sistem. Poimenoval jih je smektične mezofaze, izraz 
liposomi pa je kasneje uvedel njegov kolega Gerald Weissmann, ki jih je tudi natančneje definiral 
kot mikroskopske vezikle, sestavljene iz enega ali več lipidnih dvoslojev (3, 4, 5).  
Sprva so se liposomi uporabljali kot modeli za proučevanje prepustnosti in prehoda skozi 
membrane bioloških celic. Banghamova opažanja in ugotovitve, da lahko vanje vključimo tudi 
manjše molekule, pa so pripeljale do razvoja nove veje v farmacevtski tehnologiji, ki jo danes 
poznamo pod imenom nanotehnologija. Razvoj je sprva potekal predvsem za uporabo v živilstvu. 
Velik preobrat je sledil leta 1971, ko sta profesorica Brenda Ryman in njen sodelavec Gregory 
Gregoriadis predlagala liposome kot dostavni sistem za encime in zdravilne učinkovine pri 
zdravljenju dednih okvar metabolizma. Vanje sta uspešno vključila encim Aspergillus niger, 
amiloglukozidazo, in z jodom označen albumin, hkrati pa izvedla tudi prvo farmakodinamično 
študijo za liposome. Končna ugotovitev je bila, da so se liposomi v intaktni obliki v zelo kratkem 




Po tem odkritju so se utrnile prve zamisli o vključitvi liposomov v farmacevtsko in medicinsko 
industrijo. Veliko oviro na tej poti je predstavljal njihov kratek razpolovni čas. Težavo sta približno 
deset let kasneje odpravila Alexander Klibanov in Vladimir Torchilin s pripetjem 
polietilenglikolnih (PEG) verig na površje liposoma, ki so poleg zaščite liposoma pred opsonini  
in njihovemu odstranjevanju iz cirkulacije povečale tudi njihovo fizikalno stabilnost v smislu 
velikosti veziklov. Vladni organ ZDA za hrano in zdravila (FDA, angl. Food and Drug 
Administration) je leta 1995 odobril prvo nanozdravilo v obliki disperzije liposomov, v katere je 
bil vgrajen doksorubicin (Doxil). Od tedaj je zanimanje za uporabo liposomov kot dostavnih 
sistemov močno naraslo (3, 4, 5). 
1.1.2 DEFINICIJA 
Beseda »liposom« izvira iz grških besed, »Lipos«, ki pomeni maščoba, in »Soma«, ki pomeni telo 
(6). Gre za zaprte mikroskopske vezikle, sestavljene iz enega ali več koncentričnih lipidnih 
dvoslojev, med katerimi je enako število vodnih slojev. Njihova velikost sega od nekaj nanometrov 
pa tudi do nekaj mikrometrov, običajno pa definiramo območje od 25 nm do 1000 nm. Lipidni 
dvosloj sestavljata dve plasti tesno povezanih fosfolipidov. To so molekule s hidrofilno glavo 
(polarna glava) in hidrofobnim repom (nepolarni rep), ki se ob stiku z vodo spontano organizirajo 
tako, da tvorijo sferično strukturo. Biti moramo pazljivi, da liposomov ne zamenjamo z miceli. 
Miceli imajo v primerjavi z liposomi le eno plast površinsko aktivnih snovi (PAS) in nimajo 
notranjega vodnega medija (6, 7). 
Zaradi nestabilnosti liposomov v disperziji je Payne leta 1986 odkril proliposome. Gre za 
stabilnejšo obliko liposomov v obliki suhih in prosto pretočnih prahov. Liposomi se nato tvorijo 
in vivo po kontaktu s fiziološkimi tekočinami ali pa jih pripravimo in vitro pred aplikacijo s 
hidratacijskim medijem, pri čemer se ohranita struktura in funkcionalnost liposomov. Ker so 
formulirani kot suh prašek, jih relativno zlahka pretvorimo v želeno farmacevtsko obliko (FO), 
okarakteriziramo, distribuiramo in shranjujemo (8, 9).  
Vse od njihovega odkritja se zanimanje za izdelavo in uporabo liposomov močno povečuje. Razlog 
je v številnih prednostih, ki jih ponujajo pred ostalimi dostavnimi sistemi. Med glavnima sta 
zagotovo njihova velikost in zgradba. Slednja omogoča, da vanje lahko vgradimo tako hidrofilne, 
kot tudi lipofilne učinkovine, kar posledično izboljša njihov privzem v celico, hkrati pa je 




biorazgradljivost po aplikaciji. Z vgradnjo učinkovin v liposome tako ne le povečamo njihovo 
topnost, temveč jih tudi zaščitimo pred zunanjimi vplivi med shranjevanjem in po aplikaciji ter 
tako preprečimo fizikalno in kemijsko nestabilnost. Ker lahko površje liposomov modificiramo 
(slika 1), lahko s tem dosežemo efekt prirejenega sproščanja in v določenih primerih tarčno 
ciljanje.  Obstaja pa tudi slabost, ki jo predstavljajo predvsem visoki stroški proizvodnje (10, 11). 
 
Slika 1: Struktura konvencionalnega liposoma in prikaz različnih načinov modifikacije površine 
liposoma (prirejeno po 12). 
1.1.3 SESTAVA  
Fosfolipidi 
Večinsko sestavo liposoma predstavljajo lipidi. Poleg najpogosteje uporabljenih fosfolipidov, 
lahko izbiramo tudi med ostalimi amfifilnimi molekulami (npr. sfingomielini). Osnova vsakega 
fosfolipida je glicerol, na katerega sta z estrsko vezjo pripeti verigi maščobnih kislin, ki 
predstavljata nepolarni del molekule. Preostala hidroksilna skupina glicerola pa tvori ester s 
fosforno kislino. Nanjo lahko nadalje pripnemo poljubno organsko molekulo (npr. glicerol, 
etanolamin, holin, itd.). Ta del predstavlja polarno glavo molekule.  
Z modifikacijo dolžine in nasičenosti ter tudi naboja pripetih maščobnih kislin lahko vplivamo na 




postane dvosloj, saj se med verigami ustvarijo močne hidrofobne vezi. Z vnosom naboja pa 
podaljšamo razpolovni čas po aplikaciji na račun stabilizacije zaradi elektrostatskih odbojev, ki 
preprečujejo združevanje in agregacijo (8, 13, 14, 15).   
Po izpostavitvi fosfolipidov vodnemu okolju se lahko ti uredijo v dve obliki. Prva je gel faza, ki 
se pojavi pri nižjih temperaturah in tvori urejeno mrežo molekul. Druga pa je tekoče kristalinično 
stanje, v katerem se molekule neurejeno gibljejo v prostoru, kar lahko vodi v rotacijo ali trans-
izomerizacijo maščobnih kislin. Temperatura, pri kateri pride do pretvorbe ene oblike v drugo, se 
imenuje temperatura faznega prehoda (Tm). Nanjo moramo biti še posebej pozorni pri uporabi 
liposomov kot dostavnih sistemov (8, 13, 14, 15). 
Izbiramo lahko med naravnimi ali sinteznimi fosfolipidi. Med naravnimi najpogosteje posežemo 
po fosfatidilholinu (poznan tudi pod imenom lecitin), ki je tudi sestavni del bioloških membran, 
pridobivamo pa ga iz jajčnega rumenjaka ali soje. Tam je prisoten kot naravna maščoba in kot 
PAS. Kot alternativa naravnim pa lahko uporabimo tudi sintezne fosfolipide, kot so: 
dipalmitoilfosfatidilholin (DPPC), distearoilfosfatidilholin (DSPC), 
dipalmitoilfosfatidiletanolamin (DPPE), dipalmitoilfosfatidilserin (DPPS), 
dipalmitoilfosfornakislina (DPPA), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleilfosfatidilholin 
(DOPC), dioleilfosfatidilglicerol (DOPG). Priprava liposomov je kljub širokemu naboru 
fosfolipidov zaradi toksikološkega vidika, čistosti, stabilnosti, ter nizkih stroškov bolj ali manj 
omejena na fosfatidilholine (PC) in fosfatidilglicerole (PG). Tako pri DSPC (slika 4) kot tudi pri 
DSPG (slika 5) osnovo predstavlja stearinska kislina (nasičena maščobna kislina z 18-imi 
ogljikovimi atomi). Pri obeh je Tm okrog 55 °C. Razlikujeta pa se glede na pripeto organsko 
molekulo. To pri DSPC predstavlja holin, pri DSPG pa glicerol, zaradi česar ima DSPG rahlo 
negativen naboj (8, 13, 14, 15). 
Holesterol 
Holesterol (slika 6) je hidrofobna molekula, ki se zaradi svoje oblike in lipofilnosti vrine med 
molekule fosfolipidov in jih na ta način močneje poveže med seboj. Vrivanje v dvosloj mu 
omogoča rahla polarnost hidroksilne skupine na tretjem ogljikovem atomu in nepolaren del, ki ga 
predstavlja steroidni skelet. Na ta način se zmanjša mobilnost lipofilnih repov ter posledično 
poveča rigidnost in stabilnost membrane. Poleg zmanjšanja fluidnosti preprečuje tudi uhajanje 




prisotnosti bioloških tekočin, kot je na primer plazma (interakcija s proteini). Uporabimo ga lahko 
tudi kot sidro za pripenjanje ostalih molekul na površino liposoma, kot na primer PEG ali 
deoksiribonukleinsko kislino (DNA) (16, 17). 
1.1.4 DELITEV 
Obstaja več različnih kriterijev za klasifikacijo liposomov. Najpogosteje se uporablja delitev glede 
na velikost in število slojev. Kadar govorimo o liposomu kot o dostavnem sistemu, ima velikost 
velik vpliv na razpolovni čas in tarčno ciljanje, število slojev pa narekuje količino učinkovine, ki 
jo bomo vgradili vanj (16, 18, 19).  
Majhni enoslojni liposomi (SUV, angl. small unilamellar vesicle) so sestavljeni iz enega lipidnega 
dvosloja, njihov premer pa je med 25 in 100 nm. Veliki enoslojni vezikli (LUV, angl. large 
unilamellar vesicle) so prav tako sestavljeni iz enega lipidnega dvosloja, vendar za razliko od SUV 
njihova velikost sega do 1 µm. Oboji so zaradi velike količine vodnega dela bolj primerni za 
vključevanje hidrofilnih učinkovin. Večslojne (MLV, angl. multilamellar vesicle), kot pove že 
ime, sestavljata dva ali več lipidnih dvoslojev (čebuli podobna struktura), veliki pa so 1−5 µm. Ti 
so pogosto primernejši za vključevanje lipofilnih molekul (16, 18, 19).   
Glede na sestavo liposomov in mehanizem tarčnega ciljanja pa lahko uporabimo naslednjo delitev 
(Slika 1).  
⮚ Konvencionalni liposomi: Sestavljeni so iz različnih lipidov, najpogosteje fosfatidilholina 
in holesterola. Njihova slabost je kratek razpolovni čas, ki je posledica hitrega privzema v 
retikulo-endotelijski sistem, in pomanjkanje selektivnosti. 
⮚ Liposomi z dolgim razpolovnim časom oz. »stealth« liposomi: Pomenijo začetek 2. 
generacije liposomov. Že zelo nizke koncentracije hidrofilnega polimera, pripetega na 
površino liposoma, občutno zmanjšajo obseg metabolizma. 
⮚ pH občutljivi liposomi: Večina le-teh vsebuje fosfatidiletanolamin, ki je nevtralen pri 
fiziološkem pH (7.4). Z znižanjem pH pride do reorganizacije strukture in sproščanja 
vsebine liposoma. Ta vrsta liposomov se je izkazala za obetaven dostavni sistem predvsem 




⮚ Imunoliposomi: Njihovo osnovo predstavljajo konvencionalni liposomi, na katere so 
pripeta protitelesa. Uporabljajo se z namenom tarčnega ciljanja, v isto skupino pa spadajo 
še magnetno in temperaturno odzivni liposomi.  
⮚ Kationski liposomi: V lipidno sestavo vključimo fosfolipide z nabojem. Z njimi v celico 
dostavljamo DNA (16, 18, 19). 
1.1.5 METODE IZDELAVE 
V literaturi najdemo širok nabor metod za izdelavo liposomov. Izbira metode vpliva na tip vezikla, 
velikost, porazdelitev velikosti, možnost vključitve in zadrževanje zdravilnih učinkovin. Idealna 
metoda vključuje minimalno porabo organskega topila, izogibanje dolgemu mehanskemu stresu, 
aplikacijo nizkih temperatur in tlakov, ponovljivost, nizke stroške, visok izkoristek in ustreznost 
za masovno proizvodnjo v industriji. Večina metod vključuje tri osnovne korake izdelave, ki se 
prične z raztapljanjem lipida v izbranem topilu, sledi odstranjevanje topila in nato ponovno 
dispergiranje v vodnem mediju. Ključnega pomena je, da med izdelavo ves čas vzdržujemo 
temperaturo nad Tm (17, 19, 20). Najširše lahko metode razdelimo na klasične in sodobne (17, 19, 
20). 
1.1.5.1 KLASIČNE METODE 
Sem uvrščamo štiri metode, ki se razlikujejo po načinu odstranjevanja organskega topila in 
hidrataciji v vodnem mediju. Velikokrat kot produkt na koncu dobimo večje MLV, ki zahtevajo 
dodaten korak zmanjševanja in poenotenja velikosti veziklov. Te metode so enostavne za 
implementacijo in ne zahtevajo sofisticirane opreme, vendar pa večina ni primerna za prenos na 
industrijsko raven izdelave (17, 19). 
Izvorna metoda, ki se zaradi svoje enostavnosti uporablja še danes, je metoda hidratacije tankega 
filma, ki se v literaturi pogosto omenja tudi kot metoda Bangham. Priprava se začne z 
raztapljanjem fosfolipida v organskem topilu, sledi odstranjevanje organskega topila z 
rotavaporjem. Na stenah bučke nastane tanek lipidni film, po dodatku vodne raztopine 
(rehidratacija) pa se ob stalnem mešanju in stresanju fosfolipidi z dna bučke odlepijo in 
samozdružujejo v liposome (4, 21, 22). 
Osnova metode reverzno fazne evaporacije temelji na pripravi inverznih micelov v organskem 




odstranitvi topil z rotavapiranjem na koncu dobimo viskozen gel, v katerem se nahajajo liposomi 
(11).  
Pri izdelavi z injiciranjem organskih topil iz leta 1973 kot produkt na koncu dobimo SUV. Ko 
lipide raztopimo v organskem topilu (etanol ali eter), jih z določeno hitrostjo injiciramo v vodno 
fazo, pri čemer nastanejo liposomi. Prednost uporabe etra pred etanolom je njegovo izhlapevanje 
med injiciranjem (etanol moramo odstraniti naknadno), vendar pa moramo pri tem procesu segreti 
vodno fazo, kar lahko negativno vpliva na nastale liposome (19, 23, 24). 
V skupino klasičnih metod uvrščamo še metodo z odstranjevanjem PAS, ki prav tako omogoča 
nastanek SUV, vendar jo zaradi zamudnosti le redko uporabljamo (6, 22). Osnovni mešanici v tem 
primeru dodamo še PAS (10). V ta namen se največkrat uporabljajo žolčne soli in alkil glikozidi. 
Ko z dodatkom PAS presežemo kritično micelarno koncentracijo (KMK), se prične tvorba 
micelov. Z odstranjevanjem PAS se povečuje koncentracija vključevanja lipidov v micele in pride 
do spontane tvorbe zaprtega lipidnega dvosloja – liposoma (25). Preostanka PAS se na koncu 
znebimo z dializo (26) ali gelsko izključitveno kromatografijo (27).  
1.1.5.2 NOVEJŠE METODE 
Nove metode za razliko od klasičnih veljajo za stroškovno učinkovitejše in široko uporabljene pri 
izdelavi komercialnih liposomov, saj omogočajo boljšo ponovljivost in kontrolo procesa izdelave 
(28). 
Ena od novejših metod je mikrofluidizacija, ki omogoča izdelavo SUV. Končni liposomi imajo 
homogeno porazdelitev velikosti in merijo 50−150 nm. Prednost metode je dobra ponovljivost. Za 
pripravo majhnih liposomov iz koncentrirane disperzije uporabimo napravo, imenovano mikro 
fluidizator. Osnova sta ločena organska faza z raztopljenim fosfolipidom in vodna faza.  Ločeni 
tekočini dovajamo skozi mikrometrsko iglo v ozek kanal. Tekočini v obliki laminarnega toka 
potujeta po ločenih kanalih in se na koncu združita pri veliki hitrosti pod pravim kotom, pri tem, 
med mešanjem organske faze in vode, zaradi različnih strižnih sil nastajajo liposomi. Velikost 
končnega izdelka je pogojena s hitrostjo pritokov raztopin, razmerja med njima ter od sestave in 
koncentracije lipidov v organski fazi (28, 29, 30). 
Sušenje z zamrzovanjem oz. liofilizacija nam omogoča izdelavo liposomov z vmesnim produktom, 




shranjevanjem tendenca po združevanju veziklov manjša. Na začetku pripravimo disperzijo, ki 
vsebuje lipide in v vodi topne lioprotektante (saharoza, maltoza ali trehaloza). To so disaharidne 
molekule, ki znižajo temperaturo prehoda lipidom in tako preprečijo razpad nastajajočega 
liposoma (31). Prav razmerje med lipidom in surfaktantom določa končno velikost in porazdelitev 
velikosti veziklov. Kot topilo se običajno uporablja terc-butanol, včasih pa tudi mešanica z vodo. 
Pripravljeno disperzijo filtriramo in posušimo. Prva faza sušenja je zamrzovanje pripravljene 
disperzije, ki mu sledi sušenje z vakuumom pri nizkih temperaturah. Liofilizat shranimo v 
vsebnike in ga pred uporabo rehidriramo z vodno raztopino (pufer). Nastanejo liposomi velikosti 
100 –400 nm (17, 19). 
Med sodobne postopke izdelave uvrščamo tudi sušenje z razprševanjem.  
1.1.6 SUŠENJE Z RAZPRŠEVANJEM  
Prva omemba sušenja z razprševanjem sega v leto 1860, ko je bilo mišljeno kot sušilna metoda za 
povečanje stabilnosti predvsem živilskih produktov, v industriji pa se prvič omenja leta 1872, ko 
so s tem načinom izdelali mleko v prahu. Od takrat se je uporabljalo predvsem v kemični in živilski 
industriji. V farmacevtski industriji so metodo začeli uvajati za sušenje učinkovin, danes pa se 
njena uporabnost širi tudi na izdelavo različnih dostavnih sistemov. Pri tem je pomembno, da s to 
metodo lahko v enem koraku pridobimo trdne delce iz tekočega medija. Tehnika je hitra, 
ponovljiva in preprosta za uporabo v industriji. Velika prednost je tudi uporabnost za rokovanje s 
temperaturno občutljivimi molekulami, saj so povišani temperaturi izpostavljene le zelo kratek čas 
(32, 33, 34).  
V industriji liposomov sušenje z razprševanjem velja za hitrejšo in cenejšo alternativo sušenju z 
zamrzovanjem, čeprav gre pri obeh za pridobivanje liposomov na principu odstranjevanja topila 
in kasnejše rehidratacije. Privlačna je predvsem zaradi možnosti regulacije velikosti in oblike 
liposomov ter majhne količine zaostanka topil v končnem izdelku. Prahovi so tako primerni za 
shranjevanje in za farmacevtsko aplikacijo s točno opredeljenimi lastnostmi (32, 33).  
Sušenje z razprševanjem je enostopenjski farmacevtsko-tehnološki postopek sušenja, pri katerem 
se raztopina, suspenzija ali emulzija pod visokim tlakom prši skozi šobo v segreto komoro, v kateri 
iz nastalih drobnih kapljic pod vplivom vročega plina tekočina hitro odpari, da nastanejo drobni, 




zelo ozko velikostno porazdelitvijo v zelo kratkem času (34). Proces razdelimo na tri osnovne 
korake: nastanek drobnih kapljic, sušenje in zbiranje praška (Slika 3). 
Razprševanje v drobne kapljice 
Sprva je potrebno disperzijo prečrpati do šobe, ki jo izberemo na podlagi želenih lastnosti 
končnega produkta. Tu je razpršena v vroč sušilni plin (največkrat zrak), kar vodi v nastanek 
drobnih kapljic z veliko specifično površino, ki omogoča hitro odparevanje topila. Ob tem pride 
do pojava velikih strižnih sil, ki lahko poškodujejo molekule lipidnih komponent nastajajočega 
suhega produkta. Temu se lahko izognemo s previdno izbiro pomožnih snovi in z optimizacijo 
parametrov (36, 37, 38).  
Sušenje  
Ta korak se prične takoj, ko pride do mešanja razpršenih kapljic s sušilnim plinom. Na tej stopnji 
pride do zmanjševanja kapljic zaradi odparevanja topila, dokler iz kapljic ne dobimo delcev. 
Sušenje poteka, vse dokler se količina vlage v delcu ne izenači s količino vlage v komori. Različni 
sušilni sistemi za razprševanje nam ponujajo različne načine stika disperzije s sušilnim plinom. 
Najpogosteje uporabljamo sotočni način, pri katerem izbrano disperzijo razpršujemo v smeri toka 
vročega zraka. Pri protitočnem sistemu je sušenje zaradi nasprotnih tokov razprševanja (zrak v tem 
primeru razpršujemo od spodaj navzgor, disperzijo ravno obratno) učinkovitejše, saj se na ta način 
kapljice tudi dlje časa zadržujejo v sušilni komori. Tretja možnost pa je kombinacija obeh, pri 
kateri je pretok zraka vedno od zgoraj navzdol, medtem ko lahko način razprševanja disperzije 
izbiramo glede na termostabilnost materiala (slika 2) (36, 37, 38). 
  
Slika 2: Različni načini stika izhodne disperzije s sušilnim plinom: (a) kombiniran, (b) protitočni, 




Zbiranje suhega produkta 
Poznamo primarno in sekundarno zbiranje posušenih delcev. Primarno poteka pod sušilno komoro, 
kjer se delci z večjo gostoto zbirajo v zbiralni posodi na dnu komore, sekundarno pa poteka v 
ločenem delu naprave, katere glavni del je ciklon. V ciklonu se zaradi centrifugalne sile suhi delci 
ločijo od sušilnega plina in se zbirajo v za to namenjeni posodi na dnu ciklona. Preostanek delcev 
s tokom zraka v ciklonu potujejo do filtra, kjer se ujamejo, s čimer se prepreči uhajanje v okolje 
(36, 37, 38). 
1.1.6.1 NASTAVITVE PARAMETROV, KI VPLIVAJO NA LASTNOSTI KONČNEGA 
PRODUKTA (slika 3) 
Vhodna temperatura (TINL): temperatura vročega plina pred vstopom v sušilno komoro, ki jo 
nastavimo glede na pretok plina, temperatura vrelišča izbranega topila, uporabljenega pri izdelavi 
lipidne disperzije, ter njen pretok skozi komoro (32, 34).  
Izhodna temperatura (TOUT): temperatura plina pred vstopom v ciklon. Te ne moremo regulirati, 
saj je posledica prenosa toplote na delce in izgube topila med procesom sušenja v sušilni komori. 
Hkrati je to tudi najvišja možna temperatura, na katero se lahko segrejejo delci. Večja razlika med 
vhodno in izhodno temperaturo pomeni večjo vsebnost topil v disperziji pri konstantnem pretoku 
disperzije in plina (32, 34).  
Pretok plina: volumen plina, ki vstopi v sušilno komoro v časovni enoti. Od njega je odvisna 
učinkovitost sušenja produkta in ločevanje delcev v ciklonu. Manjši kot je pretok plina po sistemu, 
počasneje bo potekalo sušenje delcev in počasneje se bodo suhi delci premikali po sistemu. 
Priporočljivo je pretok nastaviti na najvišjo možno vrednost. S tem povečamo učinkovitost 
ločevanja v ciklonu in končni izkoristek. Kot plin običajno uporabimo zrak ali dušik (32, 34). 
Šoba: del aparature, preko katere dovajamo stisnjen plin in disperzijo za razprševanje. Izberemo 
jo glede na želeno velikost delcev, viskoznost disperzije in želeni pretok.  
❖ Tlak na šobi: je odvisen od izbrane šobe, pretoka disperzije in pretoka atomizacijskega 
plina. Od tega je odvisna končna velikost delcev. Večja kot je količina plina, ki ga 






Slika 3: Shema sušilnika z razprševanjem BUCHI Mini Spray Dryer B-290 (prirejeno po 39). 
 1.1.6.2 TOPILA, PRIMERNA ZA SUŠENJE Z RAZPRŠEVANJEM 
Za pripravo izhodne disperzije imamo na voljo kar nekaj topil, ki se lahko uporabljajo posamično 
ali v kombinaciji. Razdelimo jih lahko v tri skupine: največja med njimi so organska topila 
(diklorometan, aceton, tetrahidrofuran, etilacetat, kloroform, acetonitril), alkoholi (metanol, etanol 
in izopropanol) in vodne raztopine. V primerjavi z vodnimi raztopinami uporaba organskih topil 
rezultira v nastanku manjših delcev. To je posledica manjše površinske napetosti, gostote (ρ) in 
viskoznosti medija. Prav tako omogočajo nižje temperature sušenja zaradi nižjih temperatur 
vrelišča, kar je še posebej ugodno za termolabilne molekule. Po poročanjih Mednarodne zveze za 
harmonizacijo (ICH, angl. International Conference of Harmonization), so za sušenje z 
razprševanjem primerna vsa topila iz 2. in 3. razreda (32, 40). Glavni kriteriji izbire organskega 
topila so: visoka topnost sestavin liposoma v izbranem topilu ( > 50 mg/mL), želena temperatura 
sušenja, končna gostota disperzije, nizka toksičnost in tveganje za okolje, velika hlapnost, 
kemijska stabilnost sestavin v topilu, temperatura vrelišča in dielektrična konstanta topila. Kadar 
uporabimo kombinacijo topil, je razmerje prilagojeno tako, da se sestavine povsem raztopijo.  Za 
najpomembnejšega od kriterijev bi lahko določili ravno hlapnost topila, saj sta od tega parametra 
odvisna zaostanek topila v končnem produktu in oblika ter porazdelitev velikosti delcev. Gostota 




Diklorometan kljub svoji toksičnosti še vedno spada med najpogosteje uporabljeno topilo za 
sušenje z razprševanjem. Je namreč zelo hlapen, ima nizko temperaturo vrelišča in zelo dobro topi 
večino lipofilnih snovi. Podobne lastnosti imata tudi kloroform in aceton, ki se prav tako pogosto 
uporabljata pri sušenju z razprševanjem. Slednji za razliko od drugih dveh spada v skupino 
netoksičnih topil. K učinkovitosti raztapljanja naj bi pripomogla tudi uporaba sotopil, saj se s tem 
zniža dielektrična konstanta, kar posledično poveča topnost lipofilnim spojinam (32, 40). 
1.1.7 METODE ZMANJŠEVANJA IN POENOTENJE VELIKOSTI LIPOSOMOV 
     Največja pomanjkljivost večine klasičnih metod je potreba po dodatnem koraku obdelave 
veziklov, z namenom zmanjševanja velikosti in poenotenja porazdelitve velikosti veziklov (19).  
Eden prvih načinov zmanjševanja veziklov je sonikacija, pri kateri vezikle zmanjšamo s pulznimi 
visokofrekvenčnimi zvočnimi valovi v inertnih pogojih. Zaradi možnosti pregrevanja in 
kontaminacije s kovinskimi delci postopek pogosteje izvajamo v kadi kot s sondo (19).  
Kot alternativa sonikaciji sta Hamilton in Goerke leta 1990 pričela z ekstruzijo. Prva med njimi je 
bila ekstruzija s tako imenovano Francosko prešo (41). Problem, ki ga opazimo, je težavno 
nadziranje temperature in neprimernost za industrijsko uporabo (42). Dandanes zaradi 
enostavnosti, ponovljivosti in možnosti uporabe na industrijski ravni najpogosteje uporabljamo 
membranske ekstruzije, s katerimi se prav tako izognemo vnosu nečistoč. Disperzijo liposomov 
potiskamo skozi polikarbonatno membrano z definirano velikostjo por (do 1 µm), sestavljene iz 
več plasti polikarbonata. Postopek poteka pod visokim tlakom, ki lahko doseže tudi do 17 barov. 
Mehanizem zmanjševanja je podoben lupljenju čebule. Metoda je primerna za MLV in LUV. 
Ključnega pomena pri tem postopku je izvedba pri temperaturi višji od Tm vsebovanega lipida, saj 
lahko v nasprotnem primeru pride do mašenja por (43). Pri tej vrsti ekstruzije pogosto pride do 
pojava elastične deformacije liposomov, kar pomeni, da pri ekstruziji večjih liposomov skozi 
manjše pore dobimo liposome, ki so nekoliko večji od definirane velikosti por (44, 45). 
Tretja možnost je uporaba visokotlačnega homogenizatorja, kjer do zmanjšanja veziklov pride 
zaradi turbulence, kavitacije in/ali strižnih sil pri kontrolirani temperaturi in pod visokim tlakom 
(200 barov in več). Prednost tehnike je v enostavnosti prenosa v industrijsko proizvodnjo, 
možnosti priprave sterilnih liposomov in uporabi visokih koncentracij izhodne disperzije 
fosfolipidov (več kot 150 mg/mL). Končna porazdelitev velikosti liposomov je odvisna od tlaka 




1.1.8 STABILNOST IN VREDNOTENJE LIPOSOMOV 
Da bi lahko napovedali in vitro in in vivo obnašanje našega končnega izdelka ter zagotovili njegovo 
stabilnost in kvaliteto, je treba ovrednotiti nekatere parametre liposomov v disperziji. Le-te lahko 
razdelimo na tri kategorije: fizikalne (velikost, oblika, sproščanje učinkovine, površina, naboj), 
kemijske (čistost in lastnosti lipidov) in biološke (primernost in varnost za terapevtsko uporabo) 
(10, 20, 47). Med najpomembnejše parametre z največjim vplivom na kakovost končnega izdelka 
sodijo: povprečna velikost, polidisperzni indeks, število lipidnih dvoslojev, sestava, učinkovitost 
vgrajevanja učinkovine in zeta potencial (13).  
Merjenje povprečne velikosti in porazdelitve velikosti  
Pri izdelavi liposomov kot produkt običajno dobimo heterogen sistem veziklov. To pomeni, da se 
vezikli razlikujejo po velikosti in na ta način tvorijo termodinamsko nestabilen sistem. Med 
procesom shranjevanja lahko zato pride do njihovega združevanja in s tem povečanja velikosti 
(13). Velikost ima pomembno vlogo tudi pri in vivo obnašanju v telesu, saj določa privzem s strani 
retikuloendotelijskega sistema (RES) (48) in privzem v tarčna tkiva. Večji kot je vezikel, krajši bo 
njegov razpolovni čas v telesu (pomembno pri liposomih, namenjenih za inhaliranje ali 
parenteralno uporabo). Pri vrednotenju velikostnega parametra imamo na voljo precej širok nabor 
analitskih metod. 
Najnatančnejša je elektronska mikroskopija, saj omogoča pregled vsakega liposoma posamično, 
vendar je njena slabost časovna zamudnost (49).  
Rutinsko se največkrat uporablja metoda dinamičnega sipanja svetlobe (DLS, angl. dinamic light 
scattering). Drugo ime za DLS je tudi fotonska korelacijska spektroskopija (PCS, angl. photon 
correlation spectroscopy). Prednost metode je občutljivost, enostavnost rokovanja, hitrost in širok 
velikostni razpon (od nekaj 10 nm do 1 µm) (11, 17). Osnova merjenja velikosti s PCS je 
Brownovo gibanje, ki je definirano kot naključno gibanje delcev v disperznem mediju kot 
posledica trkov delcev z molekulami topila, hitrost le-tega pa je odvisna od velikosti delcev. Ko 
skozi disperzijo pošljemo laserski žarek, se ta razprši na delcih in potuje do fotopomnoževalke, ki 
signal ojača. Rezultat se izrazi preko algoritma kot hidrodinamski premer delca. Gibanje delcev je 
močno odvisno od velikosti ter temperature in viskoznosti medija. Večji kot so delci, nižja kot je 
temperatura medija in bolj kot je ta viskozen, počasneje se gibljejo. Polidisperzni indeks (PDI) 




med 0, kar pomeni homogeno porazdelitev velikosti delcev, in 1, ki kaže na heterogen sistem (50, 
51). 
Naboj 
Narava in gostota naboja na površini liposoma se določita s samo izbiro lipidov, ki so lahko 
nevtralni, pozitivno ali negativno nabiti. Liposomi z nižjo absolutno vrednostjo naboja so bolj 
nagnjeni k združevanju in slabši interakciji s tarčno celico. Nabite liposome na površini obdaja 
plast naboja, zaradi katerega pride do elektrostatskih odbojev med vezikli in se prepreči njihovo 
združevanje (18). Informacijo o površinskem naboju liposoma v koloidni raztopini dobimo z 
merjenjem zeta potenciala. To je fizikalna lastnost, ki predstavlja celoten naboj delca v izbranem 
mediju. Odvisen je od izbire disperznega medija (topila) in površine liposoma, ne pa od njegove 
velikosti. Merimo ga lahko na principu laserske Dopplerjeve elektroforeze, ki temelji na merjenju 
hitrosti nabitega delca v električnem polju. Hitrost gibanja je sorazmerna njihovemu naboju. 
Naprava nam poda rezultat v mV, izračuna pa ga na podlagi poznane hitrosti delca, ustvarjenega 
električnega polja ter lastnosti vzorca (viskoznost, dielektrična konstanta) (52). 
Kemijska stabilnost 
Liposomi so nagnjeni k hidrolizi in oksidaciji, saj lahko vsebujejo nenasičene maščobne kisline 
(20). Prva reakcija razpada strukture fosfolipida je hidroliza. Ta se pojavi na enem od ogljikovih 
atomov na glicerolnem delu spojine, kjer se cepi estrska vez. Dobimo lizofosfolipide, ki povečajo 
permeabilnost lipidnega dvosloja in vodijo v destabilizacijo sistema. Na ta način izgubljamo 
učinkovino in zdravilo posledično izgubi na učinkovitosti (53). Proces oksidacije pa vodi v 
nastanek cikličnih peroksidov in hidroperoksidov iz fosfolipidov, ki nastanejo pri tvorbi prostih 
radikalov. Zato pride do uhajanja vključene učinkovine. Reakcijo lahko preprečimo z zaščito 
produkta pred svetlobo, dodatkom antioksidantov, kot je α-tokoferol, delom v inertnih pogojih 
(argon, dušik) ali dodatkom EDTA, ki veže ostanke kovin (18, 20).  
1.1.9 STANJE NA TRGU 
Liposomi se v medicini in farmaciji uporabljajo tako v terapevtske, kot tudi v diagnostične 
namene. Najdemo jih v različnih farmacevtskih oblikah (suspenzije, geli, kreme ali praški), kar 




pasivno ali aktivno vključimo želeno učinkovino (11) ali pa jih uporabimo kot model v študijah za 
preučevanje celičnih interakcij in mehanizma prepoznavanja in delovanja izbranih substanc (54). 
Razlog za majhno število produktov na trgu (Preglednica I) tiči v nestabilnosti izdelanih veziklov 
in njihovi težnji po združevanju. Prav tako se proizvajalci med proizvodnjo zaradi ohlapne 
definicije in velikega nabora metod izdelav srečujejo z veliko problemi glede klasifikacije 
liposomov na podlagi regulatornih smernic. Danes je največ raziskav glede uporabe liposomov 
usmerjenih v terapijo raka, infekcij in kožnih bolezni. Poleg naštetega liposomi predstavljajo velik 
potencial za dostavo cepiv in v genski terapiji. Glavni fokus raziskovalcev je povečanje 
selektivnosti in učinkovitosti ter zmanjšanje toksičnosti liposomov kot dostavnih sistemov (11, 17, 
19, 22)  
Preglednica I:  Seznam na liposomih osnovanih zdravil v klinični rabi (prirejeno po 55). 
Tržno ime  
(leto registracije) Način aplikacije Aktivna učinkovina Indikacija 
Doxil® (1995) intravensko Doxorubicin Kaposijev sarkom, rak dojk in jajčnikov 
DaunoXome® (1996) intravensko Daunorubicin z AIDS-om povezan Kaposijev sarkom 
Depocyt® (1999) spinalno Cytarabin  neoplastični meningitis 
Myocet® (2000) intravensko Doxorubicin metastatski rak dojke 
Mepact® (2004) intravensko Mifamurtid osteosarkom 
Marqibo® (2012) intravensko Vinkristin akutna limfoblastična levkemija 
Onyvide™ (2015) intravensko Irinotekan 
metastatski adenokarcinom trebušne 
slinavke 
Ambisome® (1997) intravensko Amfotericin B glivične okužbe 
Visudyne® (2000) intravensko Verteporfin horoidna neovaskularizacija 
DepoDur™ (2004) epiduralno Morfin sulfat obvladovanje bolečine 
Exparel® (2011) intravensko Bupivakin obvladovanje bolečine 
Epaxal® (1993) intramuskularno 
Inaktiviran virus 
hepatitisa A hepatitis A 
Inflexal® (1997) intramuskularno 
Inaktiviran površinski 
antigen virusa influence 







2 NAMEN DELA 
V zadnjih nekaj letih so se liposomi izkazali kot zelo obetaven dostavni sistem. Kljub velikemu 
potencialu za uporabo pa na trgu najdemo relativno malo registriranih produktov. Zaradi številnih 
korakov izdelave in visoke cene je težava predvsem zahteven prenos iz laboratorijske v masovno 
proizvodnjo v industrijskem merilu. Glede na te ugotovitve je namen magistrske naloge preučiti 
procesne parametre sušenja z razprševanjem in njihove vplive na končne liposome ter na ta način 
najti najučinkovitejši postopek izdelave liposomov z znano lipidno sestavo iz DSPC, DSPG-Na in 
holesterola.   
Najprej bomo ovrednotili topnost posameznih komponent in njihovih zmesi v različnih organskih 
topilih, ki jih bomo izbrali glede na znane podatke iz literature o topilih, primernih za raztapljanje 
danih fosfolipidov, ter topilih, primernih za sušenje z razprševanjem. Na podlagi dobljenih 
eksperimentalnih rezultatov bomo izbrali 2 najustreznejši topili oz. kombinacijo topil, s katero 
bomo izdelali raztopino lipidnih komponent. Ob upoštevanju principov načrtovanja eksperimentov 
(DoE) bomo z metodo sušenja z razprševanjem izdelali suhe delce, pri čemer bomo preučevali 
vpliv parametrov, kot so: hitrost in temperatura zraka za razprševanje in hitrost razprševanja 
disperzije, na lastnosti nastalih liposomov. Vzorce vsakega eksperimenta bomo ovrednotili tudi z 
diferenčno dinamično kalorimetrijo (DSC, angl. Differential scanning calorimetry), s pomočjo 
katere bomo določili tališče in talilno energijo nastalih suhih delcev ter hkrati preverili morebitni 
zaostanek topil.  
Dobljeni prah bomo rekonstituirali v primernem vodnem mediju (pufer ali voda) ter ga 
homogenizirali. Nastalo disperzijo liposomov bomo ekstrudirali skozi polikarbonatno membrano. 
Na tej točki bomo izmerili povprečni premer, PDI in zeta potencial v nastalih veziklih s pomočjo 
metode DLS. Rezultate bomo primerjali na osnovi središčnega vzorca iz procesa sušenja z 
razprševanjem.  
Z eksperimentalno dobljenimi vrednostmi bomo določili najoptimalnejše topilo in procesne 





3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Pomožne snovi 
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoholin - DSPC (Lipoid S PC3) (C44H88NO8P) (Lipoid GmbH, 
Nemčija, kontrolna št.: 556500-2190395-01/016) (slika 4) je hidrogeniran sojin fosfatidilholin 
s pripetima verigama stearinske kisline na C1 in C2 atoma glicerola. DSPC je najbolj 
zastopana spojina živalske celične membrane, kjer zagotavlja njeno osnovo. Ta spojina 
predvsem uravnava permeabilnosti membrane in hkrati predstavlja tudi primarni substrat 
encimom fosfolipaze D, ki proizvajajo signalne lipidne molekule, kot sta fosfatidna kislina in 
lizofosfatidna kislina (56). 
 
Slika 4: Struktura DSPC (povzeto po 56). 
● 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol – DSPG-Na (Lipoid PG) (C42H82O10PNa) (Lipoid 
GmbH, Nemčija, kontrolna št.: 560400-2190449-61/011) (slika 5) predstavlja obliko 
distearoilfosfatidilglicerola z negativnim nabojem, ki se v manjšem deležu nahaja v sesalskih 
celičnih membranah (1-2 %), v večjih koncentracijah (do 11%) pa ga najdemo tudi v pljučih, 
kjer zmanjšuje površinsko napetost. V kliničnih testiranjih njegova prisotnost v amnijski 
tekočini napoveduje razvitost plodovih pljuč. Pojavi pa se tudi kot intermediat pri celični sintezi 
kardiolipina (57). 
 




● Holesterol (C27H46O) (Sigma Aldrich, Nemčija, kontrolna št.: H1A-0284) (slika 6) je 
nenasičeni policiklični alkohol, ki velja za pomembno sestavino celičnih membran pri sesalcih, 
saj uravnava prepustnost in fluidnost membrane v širokem temperaturnem razponu. V telesu je 
udeležen v številnih procesih, kot so tvorba žolča, prebava lipidotopnih vitaminov (A, D, E in 
K), sinteza vitamina D in steroidnih hormonov, sodeluje v procesih celične signalizacije in je 
ena od sestavin živčnih ovojnic (58).  
 
Slika 6: Struktura holesterola (povzeto po 58). 
 
3.1.2 Topila 
● Metanol (MeOH) (Emparta® Merck, Nemčija) 
● Etanol (96%) (EtOH) (Emparta® Merck, Nemčija) 
● 2-propanol (C3H8OH) (Emparta® Merck, Nemčija) 
● Etilacetat (Emsure® Merck, Nemčija) 
● Aceton (Emparta® Merck, Nemčija) 
● Dimetilsulfoksid (DMSO) (Emsure® Merck, Nemčija) 
● Acetonitril (Emsure® Merck, Nemčija) 
● Diklorometan (Emsure® Merck, Nemčija) 
● Kloroform (Emsure® Merck, Nemčija) 
● n-heksan (95%) (AppliChem GmbH, Nemčija) 
● Klorovodikova kislina (HCl, 37%) (Emsure® Merck, Nemčija) 






● Centrifugirke 14 in 50 mL (TRP®, Švica) 
● Mikrocentrifugirka – »Safety cap«, epica (Mikro+polo d.o.o., Slovenija) 
● Konice za pipete 
● Polnilna pipeta 50 mL (Blaubrand®, Nemčija) 
● Polnilna pipeta 20 mL (Blaubrand®, Nemčija) 
● Merilna pipeta 10 mL (Blaubrand®, Nemčija) 
● Nastavek za bučke za mešalnik z gretjem 
● Termometer 
● Laser za preverjanje bistrosti raztopine 
● Standardni laboratorijski pripomočki: tehtalni čolnički, spatule, čaše, magneti, viale, 
polnilne bučke, bučke, erlenmajerice z navojem, prahovke, kivete, plastične injekcijske 
brizge… 
3.3. APARATURE 
● Precizna tehtnica AG245 (Mettler Toledo, Švica) 
● Precizna tehtnica AX205DR/M (Mettler Toledo, Švica) 
● Avtomatska pipeta Biohit m100 (2−10 µL) (Kemomed, Kranj) 
● Avtomatska pipeta Biohit m100 (10−100 µL) (Kemomed, Kranj) 
● Avtomatska pipeta Biohit m1000 (100−1000 µL) (Kemomed, Kranj) 
● Avtomatska pipeta Biohit m5000 (1000−5000 µL) (Kemomed, Kranj) 
● Vortex mešalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija) 
● Mešalnik z gretjem IKA® RET basic (IKA, Nemčija) 
● Mini Spray dryer BÜCHI B-290 (BÜCHI, Nemčija) 
● Ročni membranski ekstrudor (Avanti polar lipids, ZDA) 









3.4 PRIPRAVA RAZTOPIN 
1 M in 2,5 M raztopina HCl 
Za potrebe preizkusa topnosti smo pripravili 1 M in 2,5 M raztopine HCl iz izhodne 37 % (m/m) 
raztopine HCl. Za pripravo 100 mL 1 M HCl smo uporabili 8,2 ml in za 10 mL 2,5 M HCl 2,05 
mL izhodne 37 % (m/m) raztopine HCl. Raztopini smo pripravili v ustrezni merilni bučki in za 
redčenje uporabili prečiščeno vodo.  
3.5 PREVERJANJE TOPNOSTI POMOŽNIH SNOVI ZA PRIPRAVO 
LIPOSOMOV 
Po pregledu literature smo naredili povzetek topil in kombinacij topil, ki bi jih bilo smiselno 
preizkusiti za raztapljanje naših pomožnih snovi. Prvi kriterij pri izboru topila je bila uporaba v 
dosedanjih raziskavah za raztapljanje določene kombinacije lipidov. Vzajemno smo upoštevali še 
drugi kriterij, in sicer ali se topilo oz. kombinacija topil lahko potencialno uporablja pri metodi 
sušenja z razprševanjem. Preostala topila smo izbirali na podlagi podobnosti fizikalno-kemijskih 
lastnosti in rezultatov topnosti naših pomožnih snovi v posameznih topilih, ki smo jih pridobili 
med poizkusom.  
Pri raztapljanju smo v centrifugirke približno natančno natehtali 100 mg pomožne snovi in ji 
postopoma dodajali topilo. Vzorec dodajanja topila za prvo raztapljanje je bil naslednji: po 100 µL 
do 1 ml, sledi dodajanje po 200 µL do 10 mL, po 500 µL do 20 mL, po 1 ml do 30 mL in nazadnje 
po 5 mL do 100 mL. Po vsakem dodatku topila je sledilo približno 10-sekundno  mešanje na Vortex 
mešalniku. Topilo smo dodajali, dokler se ni pomožna snov popolnoma raztopila oz. do izbranega 
končnega volumna, ki je znašal 100 mL. Končno točko raztapljanja smo določili vizualno, pri 
čemer smo si za določanje transparentnosti raztopine pomagali z laserjem (slika 7). Vse vzorce 
smo vrednotili v triplikatu, izjema je bil DSPG-Na. Slednji se nahaja v obliki natrijeve soli in je 
hkrati tudi zelo lipofilen, kar je močno otežilo raztapljanje. V tem primeru smo dodajali topilo do 
200 mL, dodatni dve ponovitvi pa smo izvedli le v primeru, ko je v prvem poskusu prišlo do 





Slika 7: Preverjanje bistrosti raztopine s pomočjo pisala z lučko (levo) in laserjem (desno). 
Zaradi omejenega nabora topil in neuspelih poskusov raztopitve DSPG-Na smo raztapljanje 
ponovili v topilih, ki so dobro raztapljala ostali dve pomožni snovi (metanol in izopropanol), tokrat 
z dodatkom 1 oz. 2,5 M HCl v različnih masnih razmerjih. Preučili smo tudi vpliv segrevanja na 
40 °C (še vedno pod Tm) na hitrost raztapljanja pomožnih snovi v izbranih topilih. Končni rezultat 
predstavlja topnost pomožne snovi v mg / mL topila, ki smo jo preračunali iz porabljenega 
volumna posameznih topil pri raztapljanju 100 mg izbranega lipida. 
3.6 PRIPRAVA RAZTOPIN LIPIDOV 
Sestava naših liposomov je bila vnaprej definirana z masnim razmerjem med pomožnimi snovmi 
(DSPC:DSPG-Na:holesterol = 454:132:32). Za pripravo 5 g začetne mase zmesi lipidov smo 
uporabili 3,67 g DSPC, 1,07 g DSPG-Na in 0,26 g holesterola. Začetna koncentracija lipidov je v 
našem primeru znašala 8,33 mg/mL, ki je hkrati tudi že prvi dejavnik, ki vpliva na končne lastnosti 
liposomov.  
Za raztapljanje teh pomožnih snovi smo uporabili 300 mL diklorometana in 300 mL metanola, pri 
čemer smo izhajali iz ocene topnosti za najmanj topno pomožno snov, DSPG-Na, v zmesi 
diklorometan:metanol (DCM:MeOH) 1:1 (V/V), ki znaša 1,78 mg/mL. Čeprav  izbrane mešanice 
nismo posebej testirali za topnost DSPG-Na, smo le-to predvideli glede na rezultate topnosti 
mešanice kloroforma in metanola v enakem volumskem razmerju. Za primerjavo smo uporabili 




omenjenih lipidov smo raztopili v 600 mL metanola, saj je bila topnost DSPG-Na v metanolu 0,60 
mg/mL.  
V 1 L stekleno bučko z obrusom smo dodali potrebno količino topil ter vsebino pri 40 °C mešali 
z magnetnim mešalom s 700 obratov/min v primeru mešanice topil in 900 obratov/min v primeru 
metanola. V segreto topilo smo dodali natehtan in dobro uprašen DSPG-Na, ki smo ga med 
segrevanjem mešali približno 0,5 h. Nato smo v disperzijo dodali še obe netehtani pomožni snovi 
(DSPC in holesterol). Vse skupaj smo nato mešali še približno 0,5 h oz. dokler nismo dobili bistre 
raztopine brez prisotnih neraztopljenih koščkov lipidov.   
3.7 IZDELAVA PROLIPOSOMOV S SUŠENJEM Z RAZPRŠEVANJEM 
Raztopine fosfolipidov in holesterola, pripravljene kot je opisano v poglavju 3.6, smo posušili na 
napravi namenjeni za sušenje z razprševanjem (slika 8). Za razprševanje raztopine v sušilno 
komoro je bila uporabljena dvokanalna šoba z odprtino 0,7 mm. Razprševanje je potekalo v 
sotočnem načinu, pri čemer sta šoba in cevka z dovodom sušilnega plina vstopali v komoro z 
zgornje strani. Zaradi uporabe organskih topil smo se odločili za sušenje v zaprtem sistemu, sistem 
pa smo prepihovali z dušikom. Produkt smo zbirali v zbiralni posodi na dnu ciklona. 
 
Slika 8: Sestavni deli Büchi Mini Spray Dryer-ja (od leve proti desni: osnovna enota, inertizacijska 
enota razvlaževalnik) (povzeto po 59). 
Procesni parametri, ki smo jih spreminjali, so bili: hitrost razprševanja raztopine, hitrost pretoka 
sušilnega plina in temperatura vstopnega sušilnega plina. Naprava je bila predhodno stabilizirana 
s pretokom uporabljenega topila pod enakimi pogoji, kot smo kasneje razprševali disperzije. S 
pomočjo testnih raztopin, pripravljenih z izbranimi topili (DCM:MeOH 1:1 (V/V) in metanol), 
smo na podlagi omejitev aparature izbrali razpon nastavitev posameznih parametrov (preglednica 




načrtovanih poskusov za vsako izmed dveh testiranih topil, z različnimi vrednostmi preučevanih 
parametrov (preglednica III). Na osnovi metode načrtovanja eksperimentov (DoE) smo 
eksperimentalne vzorce vnesli v program MODDE, ki je naključno določil zaporedje sušenja 
vzorcev z namenom, da se izognemo vplivom okolice na proces sušenja in končni produkt. 
Ponovitve eksperimentov s srednjimi vrednostmi posameznih parametrov smo izvedli za 
ugotavljanje ponovljivosti. Vzorci N01–N07 iz prvega seta so izdelani iz raztopine, izdelane v 
zmesi topil DCM:MeOH 1:1, vzorci drugega seta, N08–N14, pa iz disperzije, izdelane v metanolu 
(preglednica III). 
Preglednica II: Razpon vrednosti parametrov za sušenje z razprševanjem, pri katerem nastanejo 
suhi delci. 
 Spremenljivka Razpon vrednosti 
parametrov 
Raztopina Topilo Metanol; DCM:MeOH (1:1) 
Proces Temperatura vstopnega 
plina (Tinl) 
100 °C–140 °C 
Hitrost plina 40–50 mm 
Hitrost aspiratorja 80 % 
Hitrost razprševanja 20–50 % 
 
Preglednica III: Prikaz eksperimentov z nastavitvami izbranih parametrov za sušenje z 
razprševanjem (A) za prvi (topilo DCM:MeOH 1:1) in (B) za drugi  set vzorcev (topilo metanol). 
A) 
Št. 
poskusa Št. vzorca 
Vrstni red 
sušenja Tinlet* [°C] Pretok [%] 
Črpalka 
[mL/min] 
1 N1 2 100 40 50 
2 N2 4 140 40 20 
3 N3 3 100 50 20 
4 N4 1 140 50 50 
5 N5 7 120 45 35 
6 N6 5 120 45 35 
7 N7 6 120 45 35 







poskusa Št. vzorca 
Vrstni red 
sušenja Tinlet* [°C] Pretok [%] 
Črpalka 
[mL/min] 
8 N8 2 100 40 50 
9 N9 1 140 40 20 
10 N10 3 100 50 20 
11 N11 4 140 50 50 
12 N12 7 120 45 35 
13 N13 5 120 45 35 
14 N14 6 120 45 35 
   *Tinlet je temperatura vstopnega zraka, ki ga razpršujemo v komoro 
Po koncu sušenja smo v prahovko zbrali produkt iz zbiralne posode in produkt, ki smo ga z večjo 
spatulo postrgali s sten ciklona. Dobljeni produkt smo stehtali in izračunali izkoristek na podlagi 
začetnih mas lipidov in mase zbranega produkta (enačba 1).  
 
 𝜂𝜂 = 𝑚𝑚 (𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘č𝑘𝑘𝑛𝑛 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑘𝑘𝑝𝑝𝑝𝑝𝑘𝑘𝑝𝑝)
𝑚𝑚 (𝑧𝑧𝑧𝑧č𝑒𝑒𝑝𝑝𝑘𝑘𝑧𝑧 𝑙𝑙𝑛𝑛𝑝𝑝𝑛𝑛𝑝𝑝𝑘𝑘𝑙𝑙)
                                        Enačba 1 
Po vsakem sušenju je pomembno, da smo razstavili sušilno napravo in dobro očistili vse sestavne 
dele. Delci, ki se ujamejo na stene steklovine, bi lahko tekom naslednjega poskusa onesnažili 
produkt, kar bi vplivalo na končni rezultat. 
 
3.8 PRIPRAVA DISPERZIJ LIPOSOMOV 
Na tehtalni čolniček smo približno natančno natehtali 100 mg suhega produkta in ga kvantitativno 
prenesli v čašo. Dodali smo še 100 mL, z merilnim valjem odmerjene, bidestilirane vode. Vzorec 
smo segrevali eno uro na temperaturi 60 °C, pri tem smo raztopino ves čas mešali na magnetnem 
mešalu s hitrostjo 500 rpm. Po eni uri smo vzorec odstavili, ga prelili v erlenmajerico z navojem 
in ga ohladili na sobno temperaturo. Po 2 mL vsakega od ohlajenih osnovnih vzorcev smo nato 
ročno ekstrudirali skozi polikarbonatno membrano z velikostjo por 100 nm. Naredili smo 21 





3.9 VREDNOTENJE FIZIKALNIH LASTNOSTI 
Osnovnim (neekstrudiranim) in ekstrudiranim disperzijam liposomov smo z napravo Zetasizer 
Nano ZS pomerili povprečno velikost, PDI in zeta potencial. 
3.9.1 Merjenje velikosti in polidisperznega indeksa (PDI) 
Disperzijo liposomov po izdelavi smo redčili tako, da smo k 400 µL posameznega vzorca (N01-
N14) v plastični kiveti dodali 600 µL bidestilirane vode. Z metodo DLS smo merili 1 mL vzorca, 
ki smo ga 2 min termostatirali pri 25 °C. Število meritev je bilo nastavljeno samodejno in običajno 
znašalo med 12 in 17. Naprava nam poda rezultat v obliki povprečja opravljenih meritev. 
3.9.2 Merjenje zeta potenciala 
Merjenje zeta potenciala (naboja površine liposomov) smo izvedli v kapilarni celici (DTS1070), 
ki smo jo napolnili s pomočjo plastične brizge. Eno celico smo uporabili za 4 meritve, pred vsako 
naslednjo meritvijo smo jo dobro sprali z bidestilirano vodo. Vzorcev pred meritvijo nismo redčili. 
Vzorec smo pred meritvijo 2 min termostatirali pri 25 °C. 
 
3.9.3 DSC karakterizacija 
DSC temelji na principu kompenzacije električne moči. Z njo merimo entalpije, povezane s 
faznimi prehodi in kemijskimi reakcijami, ter določamo temperaturo, pri kateri se ti procesi 
dogajajo (60). Ta tehnika se uporablja za prepoznavanje in karakterizacijo materialov. Meritve 
smo opravili za vsak posamezen fosfolipid in holesterol, dobljene krivulje smo nato uporabili za 
interpretacijo meritev, opravljenih na naših vzorcih. 
Naprava ima dve komori, ki ju neodvisno segrevamo in kontroliramo. Vsaka komora ima svoj 
temperaturni senzor in grelec. V eno postavimo merilno posodo z vzorcem, v drugo pa merilno 
posodo brez vzorca (referenčni vzorec). Vzorca v komorah neodvisno grejemo in ohlajamo po 
predpisanem temperaturno-časovnem programu. Po začetku reakcije vzorca med komorama 
nastane temperaturna razlika (ΔT). Medmeritvijo vzdržujemo princip “ničtega ravnotežja” ΔT = 
0. Razliko temperature kompenziramo z dodajanjem električne moči, ki jo merimo, ta pa je enaka 
toplotnemu toku – Q. Po prvem zakonu termodinamike je sprememba entalpije pri konstantnem 




posameznega prehoda (ΔH) na podlagi razlike toplotnega toka. Razlika v toplotnem toku nastane 
kot posledica eksotermnih in endotermnih procesov v vzorcu (60, 61, 62).  
Kot rezultat na koncu dobimo termograf s krivuljami, ki so predstavljene v diagramu toplotnega 
toka (Q), kot funkcije temperature (T) ali časa (t). Parametri, ki jih lahko določimo na ta način, so: 
Temperatura steklastega prehoda (Tg); Temperatura tališča (Tm); Temperatura kristalizacije (Tc); 
entalpijo taljenja (ΔHm); entalpijo kristalizacije (ΔHc); specifično toploto (cp) in zaostanek topil 
(60, 61, 62). 
Naš temperaturni program je bil sledeč: 
⮚ 1. cikel segrevanja: 20 °C – 100 °C, hitrost segrevanja: 10,00 K/min; 
⮚ ohlajanje: 100 °C – 20 °C, hitrost ohlajanja: -10,00 K/min; 
⮚ 2. cikel segrevanja: 20 °C – 250 °C, hitrost segrevanja: 10 K/min; 
 
3.10 Postavitev modela z metodo načrtovanja eksperimentov (DoE) 
DoE je strukturiran in organiziran pristop k statistični analizi procesa, ki se pogosto uporablja, 
kadar se zahteva visoka kvaliteta produkta. Omogoča nam določanje vpliva posameznih vhodnih 
parametrov ter njihovih medsebojnih interakcij na izvedbo procesa in lastnosti končnega produkta. 
Tako nam omogoča pridobitev maksimalne količine informacij z minimalno količino poskusov in 
porabljenih resursov ter identifikacijo kritičnih parametrov procesa. To nam zelo koristi pri 
prenosu procesa iz laboratorijske na proizvodno raven (32). 
DoE (preglednica IIIA in IIIB) je bil izdelan v statističnem programu MODDE – Modeling and 
Design Umetrics, ki na podlagi različnih linearnih regresij ovrednoti posamezne vplive vhodnih 
spremenljivk in njihovih medsebojnih vplivov na nastale liposome. Kot rezultat dobimo 
predstavljene modele, ki ponazarjajo zvezo med dobljenimi odzivi (velikost nastalih liposomov, 
PDI, zeta potencial, izkoristek (%), Tout, energija DSC in temperatura DSC) in posameznimi 
spremenljivkami (vhodna temperatura (TINL), hitrost razprševanja, hitrost vstopnega plina). 
Program nato izračuna koeficiente modela in jih grafično prikaže, iz tega lahko potem ocenimo 
vplive posameznih faktorjev na določene odzive.  
Parametri modela, ki nam podajo informacijo o kakovosti našega modela, so: R2, Q2, veljavnost 
in ponovljivost. R2 je determinacijski koeficient, s katerim ocenimo prileganje modela 




prileganje, kar pomeni ustreznejši model. Za določanje ustreznosti modela je ta pogoj nujen, ni pa 
zadosten. Medtem ko z R2 ocenjujemo prileganje modelu, nam Q2 poda informacijo o njegovi 
predvidljivosti. Pove nam torej, kako dobro lahko napovemo prihodnje rezultate. Maksimalno 
lahko doseže vrednost 1, ki pomeni odlično napovedno vrednost, njegove vrednosti pa lahko 
segajo tudi v minus neskončno. Manjše vrednosti pomenijo slabo veljavnost modela ali pa slabo 
ponovljivost. Q2 je običajno manjši od R2 , ta razlika pa ne sme biti večja od 0,2–0,3. Če je njuna 
razlika večja od definiranega intervala, pomeni, da imamo model, ki dobro opisuje obstoječe 
podatke, vendar slabo napoveduje prihodnje rezultate (63).  
Veljavnost in ponovljivost modela definiramo s ponovitvijo poskusa pri enakih pogojih. 
Veljavnost modela (angl. model validity) nam pove, ali izbrani tip modela ustreza dobljenim 
rezultatom (linearni, kvadratni, eksponentni, logaritemski, …). Model je ustrezen, kadar je 
vrednost ponovljivosti > 0,25. Nižje vrednosti modelnih parametrov pomenijo, da gre najverjetneje 
za napako na račun nepravilne izbire tipa modela. Kadar je nizka samo vrednost veljavnosti, 
vrednosti ostalih parametrov (R2, Q2 in ponovljivost) pa so visoke, lahko sklepamo na lažno 
napako v modelu. Ponovljivost (angl. reproducibility) je ena od komponent določanja natančnosti 
modela. Kadar je vrednost ponovljivosti < 0,5, lahko gre za veliko napako pri izvedbi eksperimenta 
ali pa za slabo kontrolo eksperimenta. Kakovosten model mora po zgoraj navedenih definicijah 
vsebovati parametre z naslednjimi vrednostmi: Q2 > 0,5, razlika R2 – Q2 < 0,2-0,3, veljavnost > 

















4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 REZULTATI TOPNOSTI 
4.1.1 Topnost pomožnih snovi v posameznih topilih 
Za pripravo liposomov, kjer vmesni korak predstavlja sušenje z razprševanjem, je izredno 
pomembno, da najdemo topilo ali kombinacijo topil, ki raztapljajo izbrane pomožne snovi v 
zadostni koncentraciji. Splošni princip raztapljanja se glasi, da se podobno topi v podobnem. Iz 
tega sledi, da bodo hidrofilne snovi bolj topne v polarnih topilih in obratno velja za lipofilne 
komponente. Izbrana fosfolipida imata amfifilno strukturo, ki jo sestavlja dolg, nepolaren rep in 
manjša polarna glava, zaradi česar je njihova topnost v vodi zelo nizka. Posledično se za njihovo 
raztapljanje pogosto uporabljajo kombinacije topil, kot so alkohol-diklorometan, alkohol-voda in 
aceton-metanol (32, 40). Izbira kombinacije topil in njihovega razmerja je posledično ključnega 
pomena, saj vplivajo na izhlapevanje le-teh med procesom sušenja in morfologijo končnih delcev, 
od katere so odvisne ostale lastnosti dostavnega sistema. Na raztopino vpliva tudi topljenec, saj je 
po njegovem dodatku več trdne vsebine in je potrebno izpareti manj topila, kar vodi do izboljšanja 
toplotnega izkoristka. Dodatno lastnosti topljenca vplivajo na lastnosti raztopine, kot so pH, 












Preglednica IV: Seznam izbranih topil za raztapljanje DSPC, DSPG-Na in holesterola, z njihovimi 
















Metanol 32,04 64,6 0,791 32,6 Se meša 3000 
Etanol 46,07 78,5 0,790 24,6 Se meša Razred III* 
2-propanol 60,10 82 0,786 20,18 Se meša Razred III* 
Etilacetat 88,11 77 0,895 6 8,7 Razred III* 
Aceton 58,08 56,2 1,049 20,7 Se meša Razred III* 
Acetonitril 41,05 81 0,786 36,64 Se meša 410 
DMSO 78,13 189 1,092 47 25,3 Razred III* 
n-heksan 86,1 69 0,659 1,89 Se ne meša 290 
Diklorometan 84,93 39,8 1,326 9,08 1,32 600 
Kloroform 119,38 61,7 1,498 4,81 0,795 60 
Voda 18,02 100 0,998 78,54 / / 
*razred III: razvrstitev topil glede na potencialno toksičnost v končnem izdelku po ICH smernicah za zaostala topila 
(Q3C).  
DSPC in holesterol sta se dobro raztapljala v številnih topilih (preglednica V). DSPC se je bolje 
raztapljal v polarnejših topil, kot so alkoholi s krajšo verigo ogljikovodikov, pri čemer se je kot 
najboljše topilo izkazal metanol s topnostjo 18,5 mg/mL. Holesterol pa je boljšo topnost izkazal v 
nepolarnih topilih, kamor uvrščamo organska topila, prav tako pa je bil dobro topen v 
izopropanolu, ki sicer velja za polarno topilo (52,4 mg/mL). Ustrezna topila za raztapljanje tako 
DSPC kot tudi za holesterol so metanol, etanol, izopropanol in kloroform. V nasprotju pa DSPG-
Na nismo uspeli raztopiti v nobenem od topil nabora v testiranih koncentracijah (do 1 mg/mL). 
Brez uspeha smo poskušali tudi z raztapljanjem DSPG-Na v koncentraciji 0,5 mg/mL. Dobljeni 
eksperimentalni izidi so nas vodili v preizkus kombinacije topil, pri čemer smo za iztočnico zopet 












Preglednica V: Topnost fosfolipidov in holesterola v posameznih topilih. Z * so označeni poskusi, 
kjer je bila narejena ena paralela. 
Topilo 
TOPNOST [mg/mL] 
DSPC DSPG-Na Holesterol 
MeOH 18,5 manj kot 1 4,9 
EtOH 13,7 manj kot 1 9,4 
2-propanol 8,5 manj kot 1 52,4 
Etilacetat manj kot 0,5  manj kot 1 69,9 
Aceton  manj kot 0,5 manj kot 1 10,1 
Acetonitril manj kot 0,5 manj kot 1 2,4 
DMSO manj kot 0,5 manj kot 1 manj kot 1 
Diklorometan manj kot 0,5 manj kot 1 71,4 
Kloroform 333,1 manj kot 1 511,2 
n-heksan manj kot 0,5* manj kot 1* 14,3 
Prečiščena voda manj kot 0,5* manj kot 1* manj kot 1* 
 
4.1.2 Topnost pomožnih snovi v kombinaciji topil 
Od kombinacij topil se v literaturi najpogosteje uporablja organsko topilo z dodatkom alkohola, 
najpogosteje zmes kloroforma in metanola. Na podlagi člankov in raziskav (63, 68, 69, 70) smo 
se odločili še za preizkus razmerij 10:1, 9:1, 6:1; 2:1 in 1:1 (V/V) (preglednica VI). Od vseh 
kombinacij topil glede na topnost DSPG-Na in transparentnost mešanic sta razmerji 2:1 (V/V) in 
1:1 (V/V) v prid organskemu topilu izkazala največji potencial uporabe, zato smo ju uporabili še 
za vrednotenje topnosti ostalih dveh pomožni snovi. Čeprav je bila pri vseh treh pomožnih snoveh 
rahlo boljša topnost pri razmerju 2:1 (V/V), smo se odločili za uporabo razmerja 1:1 (V/V), saj 
smo porabili manjši volumen kloroforma kot pri razmerju 2:1 (V/V). Pri podobni mešanici z 








Preglednica VI: Topnost fosfolipidov in holesterola v kombinaciji topil z različnimi volumskimi 
razmerji. Z * so označeni poskusi, kjer je bila narejena ena paralela. 
Kombinacija topil Razmerje (V/V) 
TOPNOST [mg/mL] 
DSPC DSPG-Na Holesterol 
Kloroform:MeOH 10:1 / manj kot 1* / 
Kloroform:MeOH 9:1 / manj kot 1* / 
Kloroform:MeOH 6:1 / manj kot 1* / 
Kloroform:MeOH 2:1 432,8 1,4* 349,6 
Kloroform:MeOH 1:1 414,1 1,3* 248,5 
Kloroform:MeOH:voda 5:1:1 / manj kot 1* / 
DCM:MeOH 4:1 / manj kot 1* / 
 
4.1.3 Vpliv dodatka HCl in/ali segrevanja na topnost DSPG-Na 
DSPG-Na se zaradi narave svoje strukture, uvršča med PAS, katere polarni del predstavlja fosforna 
kislina. Le-ta vsebuje negativni naboj, zaradi česar DSPG-Na spada med anionske PAS. Da bi 
izbrani fosfolipid v obliki natrijeve soli pretvorili v nedisociirano obliko (kislino) in na ta način 
povečali topnost, smo se odločili za dodatek 1 M HCl alkoholom, v katerih sta se dobro raztapljala 
preostala dva lipida (metanol, etanol, izopropanol) (preglednica VII).  
Klorovodikovo kislino se praviloma dodaja maksimalno v razmerju 1:1 (m/m) s substanco, katere 
topnost je problematična. V določenih primerih smo dodali več kisline, da smo preverili dejstvo, 
če prebitni dodatek kisline poslabša topnosti, kar bi se videlo kot zmanjšanje transparentnosti 
disperzije in obarjanje pomožne snovi. Zavedali pa smo se tudi, da prebitek HCl lahko vodi v 
razpad ostalih molekul in lahko vpliva na povečanje toksičnosti produkta. Glede na vse izvedene 
teste smo ugotovili, da količina dodane kisline ni vplivala na topnost DSPG-Na in je znašala v 









Preglednica VII: Topnosti DSPG-Na v različnih alkoholih z dodatkom 1 M HCl (izvedeno v eni 
paraleli). 
Kombinacija topila Razmerje (V/V) % (n[HCl]/n[DSPG]) 
TOPNOST [mg/mL] 
DSPG-Na 
MeOH:HCl 20:1 69.3 manj kot 1 
MeOH:HCl 10:1 152.6 manj kot 1 
MeOH:HCl 1:1 767.2 manj kot 1 
EtOH:HCl 20:1 78.5 manj kot 1 
EtOH:HCl 10:1 160.2 manj kot 1 
2-propanol:HCl 20:1 80.0 manj kot 1 
2-propanol :HCl 10:1 161.2 manj kot 1 
2-propanol:HCl 4:1 314.1 manj kot 1 
2-propanol:HCl 2:1 531.3 manj kot 1 
2-propanol:HCl 1:1 794.6 manj kot 1 
2-propanol:HCl 1:4 1263.9 manj kot 1 
 
V naslednjem koraku smo istim topilom dodali 2,5 M HCl (preglednica VIII). V tem primeru je 
prišlo do raztapljanja pri dodatku 0,9 % HCl (m/m) glede na maso DSPG-Na, in sicer v metanolu 
in izopropanolu.  
Pri raztapljanju DSPG-Na v metanolu smo najprej preverili njegovo topnost po segrevanju, nato 
pa še z dodatkom 0,9 % (m/m) 2,5 M HCl. V prvem primeru smo porabili 60 mL topila, medtem 
ko v primeru dodatka kisline tudi po dodatku 120 mL metanola ni prišlo do raztapljanja 
(opalescentna disperzija). Po preračunu topnosti na koncu dobimo rezultat 1,67 mg/mL za metanol 











Preglednica VIII: Rezultati topnosti za DSPG-Na v [mg/mL] v metanolu in izopropanolu s 
segrevanjem, z dodatkom 2,5 M HCl ali bidestilirane vode. 
Topilo Dodatek % (n[HCl]/n[DSPG]) 
TOPNOST [mg/mL] 
DSPG-Na 
MeOH segrevanje / 1,67 
MeOH 2,5 M HCl in 
segrevanje 0,9 1,45 
MeOH 2 % H2O (V/V) in 
segrevanje / 1,67 
MeOH 5 % H2O (V/V) in 
segrevanje / 1,67 
MeOH 10 % H2O (V/V) in 
segrevanje / 1,67 
2-propanol 2,5 M HCl in 
segrevanje 0,9 0,51 
 
Preverili smo tudi vpliv dodatka različnih volumskih deležev prečiščene vode (2, 5 in 10 % (V/V)) 
k metanolu pri 40 °C. Končna ugotovitev je bila, da dodatek prečiščene vode nima vpliva na hitrost 
in učinkovitost raztapljanja fosfolipida v metanolu. Ugotovili smo, da večji delež vode (15 % in 
več) raztapljanje poslabša. Najverjetneje je to posledica prevelikega deleža polarnega topila, 
medtem ko vemo, da je DSPG-Na pretežno lipofilna spojina, kar pomeni da bo tudi topnost boljša 
v nepolarnih topilih. 
Do podobnih zaključkov o pozitivnem vplivu segrevanja na raztapljanje smo prišli tudi pri  
raztapljanju DSPG-Na v 2-propanolu. Kljub temu smo še vedno porabili relativno velik volumen 
topila glede na ostala preizkušena topila. Na podlagi obeh izračunanih topnosti (0,51 mg/mL za 
izopropanol in 1,67 mg/mL za metanol) smo se na koncu odločili za uporabo metanola z dodatkom 
segrevanja.  
4.1.4 Končni zbor topil glede na rezultate topnosti pomožnih snovi in toksičnosti topil 
Glede na ICH smernico Q3C za zaostala topila in na podlagi dobljenih rezultatov smo zaključili, 
da je za raztapljanje izbranih pomožnih snovi najbolj smiselna uporaba kombinacije topil, ki je 
tudi edino, v literaturi navedeno, topilo ki raztaplja DSPG-Na. To je zmes kloroforma z dodatkom 




se tudi za zamenjavo kloroforma z diklorometanom. Za to smo se odločili na podlagi podobnosti 
fizikalno-kemijskih lastnosti in dejstva, da je diklorometan manj toksičen, hkrati pa se kloroformu 
zaradi potencialne eksplozivnosti pri sušenju z razprševanjem raje izogibamo. 
Kloroform, diklorometan in metanol glede na ICH smernice za zaostala topil (Q3C), spadajo v 
skupino II. To so topila, katerih prisotnost v končnem produktu je omejena zaradi njihove 
potencialne toksičnosti. Glede na zgoraj omenjena topila največjo nevarnost predstavlja kloroform 
z omejitvijo koncentracije 60 ppm. Sledi diklorometan z omejitvijo 600 ppm, ki jo lahko pripišemo 
nizkemu vrelišču in veliki hlapnosti tega topila. Najnižji potencial toksičnosti iz zgornjega nabora 
pa ima metanol s koncentracijo 3000 ppm. Iz tega stališča nobeno od topil iz našega končnega 
seznama ni najbolj primerno za uporabo, najmanj primeren pa je kloroform. Alternativa bi bila 
uporaba etanola ali 2-propanola, ki po navedeni smernici spadata v razred III, vendar pa bi bila v 
tem primeru poraba topil prevelika.  
Na koncu smo se odločili, da za pripravo liposomov z upoštevanjem principov DoE uporabimo 
mešanico diklorometana in metanola ter samo metanol. Prednost uporabe le enega topila je namreč 
prihranek na času in manjša kompleksnost izvedbe poskusa. Dodatno smo tako lahko tudi 
primerjali dva seta eksperimentov in s primerjavo dobljenih rezultatov izbrali optimalnejšega za 
izdelavo. Pri sušenju smo nastavili parametre, ki bodo zagotovili ničelni zaostanek topil v končnem 
produktu.  
4.2 SUŠENJE Z RAZPRŠEVANJEM 
4.2.1 Določitev mejnih vrednosti parametrov sušenja z razprševanjem 
Pri določanju manevrskega prostora parametrov smo v obzir vzeli omejitve same naprave 
(preglednica IX). Parametri, ki jih je moč spreminjati in spremljati tekom procesa so prikazani na 
kontrolni plošči (slika 9). 
  




Preglednica IX: Območja delovanja parametrov na napravi Spray Dryer Büchi B-290 in njihov 
vpliv na lastnosti produkta (prirejeno po 59). 
Parameter delovanja Oznaka 
na sliki 9 
Območje delovanja in vpliv na produkt 
Hitrost vstopnega 
plina 
2 Na hitrost dovajanja plina vpliva aspirator. Hitrost 
dovajanja plina vpliva na tlak na šobi in posledično 
na velikost kapljic. 
Vhodna temperatura 3 Maksimalno do 220 °C. Vpliva na izhodno 
temperaturo in vlago produkta. 
Hitrost aspiratorja 4 Deluje v nastavitvi med 50 % in 100 %. Večje 
vrednosti pomenijo večji pretok plina v sistemu in 
posledično hitrejše sušenje ter krajši čas zadrževanja 
delcev v sušilni komori. Vpliva na izhodno 




5 Nastavimo lahko kjerkoli v območju 1-100 %. 
Pretok je poleg nastavitve črpalke odvisen tudi od 
lastnosti raztopine (viskoznost). 
 
Poizkus smo izvedli tako, da smo nastavljali različne kombinacije parametrov in opazovali, pri 
katerih nastavitvah delovanja naprave nastanejo suhi delci. Edini parameter, ki je bil konstanten v 
vseh poskusih, je hitrost aspiratorja, ki smo jo nastavili na 80 %. S fiksiranjem tega parametra smo 
si olajšali spremljanje vpliva spremembe hitrosti dovajanja plina na posušene delce. Izvedba je 
bila uspešna, če se na stenah sušilne komore in ciklona niso nabirale kapljice neposušene raztopine 
ter med poskusom ni prišlo do zamašitve šobe. 
Ključnega pomena za nastanek suhih delcev z želenimi lastnostmi je pravilna kombinacija 
nastavljenih parametrov. Začeli smo s sušenjem pri kritičnih razmerah, kot so: velik pretok 
razprševanja disperzije (70 %), nizka vhodna temperatura (80 °C) in majhna hitrost vstopnega 
plina (30 mm). Na stenah ciklona smo lahko opazili polzenje kapelj neposušene disperzije, ki je 
bila posledica prenizke temperature sušenja. Na tem mestu smo se odločili postaviti mejo najnižje 
temperature sušenja na 100 °C, saj pod to temperaturo produkt ni nastal, ker se kapljice niso 
posušile ali pa bil produkt vlažen in ni bil uporaben. Prav tako smo med poskusom ugotovili, da 
pretok na šobi ne sme presegati 50 %. V nasprotnem primeru pride do izgub disperzije skozi 
odprtino na šobi (slika 10). Do tega pojava pride zaradi podtlaka, ki se ustvari kot posledica razlik 




sušilno komoro dovajamo plin. Kadar tlak dovajanja plina preseže tlak, pod katerim v sušilno 
komoro dovajamo našo disperzijo, pride do zatekanja disperzije nazaj v cevko in uhajanja skozi 
odprtino v zgornjem delu šobe. S tem smo prišli do zaključka, da sta pri sušenju z razprševanjem 
hitrost razprševanja disperzije in temperatura vstopnega plina kritična parametra za nastanek 
delcev. Spremembe hitrosti vstopnega plina na nastanek suhih delcev niso imele večjega vpliva, 
saj so delci nastali pri vseh testiranih nastavitvah. Končni razpon parametrskih nastavitev je 
predstavljen v preglednici II. 
 
Slika 10: Vrhnji del šobe na napravi Spray Dryer Büchi B-290.  
4.2.2 Spremljanje izhodne temperature (Tout) sušilnega plina 
Tout smo beležili v štirih izbranih časovnih točkah med sušenjem disperzij: na začetku (razpršenih 
100 mL disperzije), na sredini poskusa, na dveh tretjinah razprševanja in tik pred koncem 
razprševanja (zadnjih 100 mL disperzije). Točke beleženja so bile zopet izbrane na podlagi 
razprševanja testne raztopine. Razlog pozornejšega spremljanja T v drugi polovici sušenja je v 
tem, da je bila temperatura v prvi polovici bolj ali manj konstantna, v drugi pa so bila opazna večja 
nihanja. Prišlo je do padanja temperature zaradi padca tlaka v sistemu. Vsi rezultati, vključno s 




Po prvi oceni dobljenih rezultatov je Tout neposredno odvisna od vhodne temperature, vplivajo pa 
tudi hitrost razprševanja raztopine, njene koncentracije in hitrosti vstopnega plina.   
Preglednica X: Eksperimenti z definiranimi vrednostmi procesnih parametrov, ki jih spreminjamo 
in rezultati meritev temperature izhodnega plina s povprečno vrednostjo in izkoristkom za A) prvi 























N1 100 40 50 68 69 69 68 69±0,71 49,0 
N2 140 40 20 93 99 102 103 99±3,91 45,4 
N3 100 50 20 71 70 69 66 69±1,87 29,2 
N4 140 50 50 81 88 88 88 86±3,04 29,2 
N5 120 45 35 74 67 64 62 67±4,56 33,6 
N6 120 45 35 71 74 73 69 72±1,94 41,0 
N7 120 45 35 70 75 77 69 73±3,35 37,4 
 
B) 



















N8 100 40 50 49 51 58 56 54±3,67 32,6 
N9 140 40 20 89 86 84 69 82±7,71 23,4 
N10 100 50 20 59 60 59 57 59±1,12 16 
N11 140 50 50 74 69 56 50 62±9,66 27 
N12 120 45 35 63 66 58 51 60±5,70 26,6 
N13 120 45 35 68 65 56 53 61±6,20 32,4 
N14 120 45 35 67 69 63 56 64±4,97 33 
 
Pri vseh eksperimentih obeh setov je moč zaključiti, da se skladno s povečanjem vhodne 
temperature poveča tudi izhodna. Prav tako so bila pri raztapljanju uporabljena organska topila, ki 
imajo temperature vrelišč nižje od vode. Za proces sušenja to pomeni manj potrebne energije za 
izparevanje, kar posledično vodi v povečanje temperature izhodnega plina nasproti tistim, pri 




Pri prvem setu vzorcev med sušenjem nismo opazili večjih nihanj v izhodni temperaturi. Do 
opaznejše razlike (10 K) je prišlo le pri eksperimentu N05, kjer je prišlo do hitrejšega mašenja 
filtra kot pri ostalih poskusih. Pri vzorcu N02 je prišlo do avtomatskega izklopa naprave zaradi 
zamašenega filtra tik pred koncem sušenja (50 mL). Po ponovnem vklopu je bila Tout = 95 °C.  
Pri sušenju drugega seta raztopin (N08–N14) je bilo potrebno filter zaradi mašenja menjati 
pogosteje kot v prvi seriji eksperimentov. Zaradi mašenja filtra je prišlo do postopnega upadanja 
tlaka na manometru, ki je nameščen pred filtrom (slika 11A). Tlak je med sušenjem iz začetnih 40 
mbar padel na 15 mbar. Skupaj s padcem tlaka se znižata tudi moč in učinkovitost pretoka plina 
skozi sistem. Hitrost vstopnega zraka pri tem ostaja nespremenjena, zaradi neučinkovitega 
kroženja pa se prične v sušilni komori zadrževati vse več hladnega plina. To povzroči postopno 
upadanje temperature izhodnega zraka, kar pomeni slabše sušenje kapljic in nastanek vlažnega 
produkta. Zaradi slabšega sušenja produkt v zbiralni posodi pod ciklonom ni bil uporaben, saj je 
prišlo do kondenzacije topila v sistemu in omočenja nastalega produkta v zbiralni posodi. Večina 
nastalega produkta se je zaradi vlažnosti prijela na stene sušilne komore, kjer se je ustvarila plast 
gela (slika 11B). Čeprav je prišlo do omenjenih izgub in slabše kvalitete sušenja, smo na koncu še 
vedno dobili dovolj suhega in uporabnega produkta, da smo opravili potrebne analize, vendar pa 





Slika 11: Slika manometra pred filtrom in posode z zamašenim filtrom (A) in sušilne komore, kjer 
je tekom procesa sušenja prišlo do odlaganja produkta na stenah steklene posode (B). 
Razlog za hitrejše mašenje filtra bi lahko pripisali dejstvu, da imajo disperzije z metanolom manjšo 
viskoznost od tistih, izdelanih v mešanici z diklorometanom. Na to vpliva tudi razlika v gostoti 
topil, ki pri metanolu znaša 0,792 g/cm3, pri diklorometanu pa 1,327 g/cm3. Tako pri sušenju 
lipidnih disperzij v metanolu nastajajo manjši delci, ki iz ciklona s tokom plina potujejo naprej do 
filtra. Najpomembnejša je razlika v vreliščih uporabljenih topil. Metanol ima v primerjavi z 
mešanico z diklorometanom višje vrelišče, zato počasneje hlapi. Kljub tej razliki smo ohranili enak 
nabor nastavitev sušilnih parametrov kot za prvi set vzorcev, kar pa je rezultiralo v manjši količini 
suhega produkta. Znano je tudi, da lahko pri preveliki hitrosti razprševanja pride do manjše 
učinkovitosti sušenja kapljic in posledično njihovega odlaganja na stenah sušilne komore, kot se 
je to zgodilo pri nas. Prav tako lahko na to sklepamo iz opazno nižje temperature izstopnega plina 
druge serije, pri enakih nastavitvah procesnih parametrov. Hitrost razprševanja ima v tem primeru 
sicer manjši, vendar ne zanemarljiv vpliv v primerjavi s temperaturo vstopnega zraka. Zaradi 
omenjenih razlogov so bili izdelani praški bolj vlažni kot pri prvi seriji, nižji pa so tudi izkoristki. 




uporaben produkt. Če povzamemo, bi morali za  učinkovitejše sušenje pri raztopinah metanola 
nastaviti predvsem višjo temperaturo vstopnega zraka in nižjo hitrost razprševanja.  
4.2.3 Izkoristek 
Po navedbah proizvajalca opreme izkoristek običajno sega do 70 % in je odvisen od štirih 
faktorjev: razmerja med hidrofilnim jedrom (v kolikor ga dodamo) in lipidi, začetno maso lipidov 
raztopljenih v topilu, Tinl in pretokom sušilnega zraka. V našem primeru prideta v poštev samo 
slednja dva, saj sta sestava in koncentracija že določeni in konstantni. Končni izkoristek je močno 
odvisen od izgub zaradi neoptimalnih parametrov in formulacije materiala, poleg tega nanj vpliva 
odlaganje produkta na stene aparature.  
Kot je razvidno iz preglednice Xa in Xb, pri nobenem od eksperimentov nismo dosegli vrednosti 
izkoristka 70 %. Če vzamemo najboljše izkoristke sušenja za posamezno topilo, dobimo vrednosti 
49,0 % (povp. 37,8 %) pri mešanici topil DCM: MeOH (1:1) in 33,0 % za metanol (povp. 27,3 %). 
Ta razlika je razmeroma velika, razlog pa lahko pripišemo nastavitvi neoptimalnih parametrov. 
Druga ugotovitev pri izkoristkih pa je velika razlika v izkoristku med vzorcema raztopljenima v 
različnih topilih, ki sta bila posušena pri istih nastavitvah procesnih parametrov. Glavni vzrok za 
nastale izgube lahko pripišemo izgubam na filtru, kot je opisano v poglavju 4.3.3, del pa jih nastane 
tudi zaradi nizkih koncentracij pripravljenih disperzij med procesom priprave disperzij in pri 
zbiranju produkta, kjer smo različno dobro postrgali prah s sten ciklona in iz zbiralne posode.  
Iz grafičnega prikaza vpliva parametrov na izkoristek za prvi set vzorcev (N01-N07) (slika 12) 
dobimo visoke vrednosti R2 in Q2, prav tako sta visoki vrednosti za veljavnost in ponovljivost 
modela. Zaključimo lahko, da je bil za napovedovanje izkoristka izbran ustrezen model. Graf 
prikaza regresijskih koeficientov pa nam pove, da ima hitrost pretoka sušilnega plina največji ter 
hkrati edini pomemben vpliv na izkoristek. Vpliv je negativen, kar v praksi pomeni, da bomo z 
višanjem hitrosti pretoka plina dobili manjši izkoristek, kar je v skladu s pričakovanji, saj razpršene 
kapljice prehitro potujejo skozi sistem in se ne uspejo posušiti. Neposušene kapljice se odlagajo 
na stenah sušilne komore, posledično pa v ciklonu in zbiralni posodi dobimo manj produkta . 
Vzrok za manjši končni izkoristek je velika hitrost plina, zaradi katere suhi delci iz ciklona potujejo 
s tokom zraka in se nalagajo na filtru. Hitrost razprševanja in Tinl imata zanemarljiv vpliv na maso 




medtem ko ima hitrost razprševanja pozitiven vpliv. Ker gre v primerjavi s hitrostjo pretoka 
sušilnega plina za neznaten vpliv, lahko slednja dva parametra zanemarimo. 
 
Slika 12: Grafični prikaz parametrov za oceno regresijskega modela (zgoraj) in grafični prikaz 
regresijskih koeficientov vpliva spremenljivk na izkoristek za prvi set vzorcev (spodaj). 
 
Za drugi set vzorcev  (N08-N14) ne moremo postaviti ustreznega modela za vpliv spremenljivk 
na izkoristek (slika 13). Tako kot pri modelu za prvi set vzorcev tudi tu opazimo negativen vpliv 
hitrosti pretoka sušilnega plina. Poleg tega se tu pojavi še pozitiven vpliv hitrosti razprševanja, kar 
pomeni, da se izkoristek povečuje z naraščanjem hitrosti razprševanja. Iz grafičnega prikaza ni 
zaznati, da bi imela vhodna temperatura vpliv na izkoristek. Kljub dobljenim regresijskim 
koeficientom pa na podlagi tega modela ne moremo sklepati na rezultate naslednjih poskusov. 
Dobili smo sicer visoke vrednosti za veljavnost in ponovljivost poskusa, vendar pa sta vrednosti 
R2 in Q2 prenizki za ovrednotenje pomembnosti vpliva in interakcij spremenljivk, kar pomeni da 
je model napovedovanja neustrezen. Opazimo lahko tudi precejšnjo razpršenost rezultatov glede 
na centralne vzorce. To je posledica variabilnosti analitske metode, izdelave ali pa manj verjetno  





Slika 13: Grafični prikaz parametrov za oceno regresijskega modela (zgoraj) in grafični prikaz 
regresijskih koeficientov za napovedovanje vpliva spremenljivk (spodaj) drugega seta vzorcev na 
izkoristek. 
Glede na rezultate je znižanje hitrosti pretoka sušilnega plina eden od možnih načinov za povečanje 
izkoristka in pridobivanje bolj suhega produkta. S tem se bodo kapljice v sušilni komori zadrževale 
dovolj dolgo, da se bodo popolnoma posušile. Druga možnost je dodatek hidrofilnega ogrodja, s 
čimer se zmanjša težnja po nalaganju razpršene disperzije na stenah posode, povečala pa bi se tudi 
površina nastalega delca, kar prispeva k boljši hidrataciji po rekonstituciji. Kot hidrofilno ogrodje 
se največkrat uporabljajo manitol, glukoza, sukroza ali dekstran (71). 
4.2.4 DSC karakterizacija  
Binarne in terciarne mešanice fosfolipidov lahko izkazujejo izjemno kompleksno termično 
obnašanje, ki je močno odvisno od sestave in postopka priprave liposomov. Pri oceni postopka 
priprave so nam v pomoč fazni prehodi in entalpije teh prehodov, ki jih razberemo iz termografov. 
Dobimo lahko tako kvali- kot tudi kvantitativne podatke za oceno priprave in predvsem čistosti 
vzorca. Informacijo o prisotnosti in vrsti nečistot razberemo iz spremembe Tm na termografu 
vzorca v primerjavi s čistimi fosfolipidi. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko tako predvidimo 





Pri fosfolipidih lahko spremljamo tri vrste faznih prehodov, ki pa jih ne zaznamo vedno: 
⮚ Temperatura tališča (Tm): gre za hiter prehod, pri katerem pride do prehoda iz relativno 
urejenega gel kristaliničnega stanja v neurejeno – tekočini podobno – stanje. Odvisna je od 
dolžine in nasičenosti maščobnih verig fosfolipidov. Daljše in bolj nasičene verige 
običajno rezultirajo v višji Tm.  
⮚ Temperatura predprehoda (Tp): čeprav se pojavi le pri nekaterih fosfolipidih, nam lahko 
poda informacijo o separaciji in defektih v trdnem stanju. Običajno se pojavi 5 – 10 °C 
pred Tm, je počasnejši in ima nižjo entalpijo. Tu pride do prehoda iz gel v porušeno gel 
zgradbo. Zelo je občutljiv na nečistote.  
⮚ Temperatura subgela (Ts): se pojavi le v primeru, da vzorec dalj časa shranjujemo pri 
temperaturi pod Ts. Običajno je vidna pod operacijskim razponom in ne da veliko 
informaciji o fosfolipidu (60). 
Pri analizi termografa smo se osredotočili na interpretacijo prvega cikla segrevanja vzorca. 
Preglednica XI predstavlja temperature vrhov in njihove normalizirane entalpije. Izjemoma smo 
se pri interpretaciji termografov izhodnih lipidov osredotočili tudi na krivuljo 2. cikla segrevanja, 
saj je tam razvidno, da so temperature tališč višje od 100 °C, kolikor je maksimalna temperatura 
prvega cikla segrevanja. Dobljeni termografi izhodnih lipidov in po en primer vsakega izmed setov 












Preglednica XI: Rezultati DSC karakterizacije suhih prahov. Oba temperaturna vrhova 
predstavljata Tm. 
Oznaka 
vzorca Vrh 1 [°C] 
Normalizirana 
entalpija 1 [J/g] Vrh 2 [°C] 
Normalizirana 
entalpija 2 [J/g] 
DSPC 113,85 34,41 182,91 7,18 
DSPG-Na 125,74 88,34 / / 
Holesterol 37,91 9,20 148,66 74,74 
N01 85,58 38,99 / / 
N02 66,46 2,24 84,87 30,89 
N03 65,19 0,73 86,37 35,39 
N04 65,18 1,44 85,31 32,37 
N05 66,01 0,57 86,35 34,01 
N06 66,01 0,44 86,33 34,37 
N07 66,02 1,04 85,87 33,81 
N08 / / 85,45 36,06 
N09 / / 85,54 37,11 
N10 / / 85,78 35,51 
N11 67,63 0,92 85,23 30,34 
N12 / / 86,30 33,32 
N13 / / 86,34 35,31 
N14 / / 86,32 38,97 
 
Kadar pri izdelavi uporabimo mešanico lipidov s podobnimi termodinamičnimi lastnostmi, pri 
analizi termografov dobimo podobne rezultate kot za čiste fosfolipide, vendar s povečano 
asimetrijo temperaturnih vrhov. Stopnja podobnosti je odvisna od količine posameznih komponent 
in interakcij med polarnimi in nepolarnimi deli. V kolikor so razlike termografov naših vzorcev 
precej različne od termografov čistih lipidov, postane termograf kompleksen. To namreč lahko 
nakazuje, da je pri izdelavi trdnih disperzij, prišlo do pojava fazne separacije ali interakcij med 
lipidi. Zato je pomembno opraviti tudi analize čistih substanc.  
Ugotovitve pri analizi DSC termografov za čiste fosfolipide in holesterol so bile naslednje. DSPC 
(slika 14): Pri interpretaciji termografa opazimo, da po prvem ciklu segrevanja in sledečem 
ohlajanju pri danem lipidu ne pride do opaznejših sprememb. Iz dobljenega lahko sklepamo, da je 
temperatura faznih prehodov DSPC višja od 100 °C, kolikor je maksimalna temperatura segrevanja 
1. cikla. Pri 2. ciklu segrevanja, kjer dosežemo maksimalno temperaturo 250 °C, dobimo 6 vrhov 




podatki in nam prikazuje temperaturo steklastega prehoda fosfolipida (56). Razlog njegove 
neopaznosti pri 1. ciklu segrevanja je prekritost z odparevanjem vode. Od ostalih vrhov opazimo 
dva višja pri temperaturah 113,18 °C in 182,91 °C, ter manjše pri temperaturah 125,98 °C, 145,14 
°C, 157,14 °C in 234,31 °C. Sklepamo, da višja vrhova predstavljata temperaturi tališč, medtem 
ko so manjši najverjetneje posledica vmesnih faznih prehodov. Ker v literaturi ne navajajo 
podatkov za temperaturo tališča izbranega fosfolipida, ne moremo preveriti točnosti dobljenih 
rezultatov. Dodatek monovalentnega iona, kot je Na+ pri DSPG-Na (slika 15), načeloma nimajo 
večjega vpliva na Tm. Na termografu pri prvem segrevanju in sledečem ohlajanju ne opazimo 
nobenega vrha. Prav tako kot pri DSPC se fazni prehodi tudi tu pojavijo izven območja našega 
temperaturnega programa, najverjetneje pri višjih temperaturah (T > 100 °C). To hipotezo potrjuje 
drugi cikel segrevanja, kjer pri temperaturi 125,74 °C dobimo skupek vrhov z relativno visoko 
normalizirano entalpijo, ki nakazuje na prisotnost nečistot. Prav tako kot za DSPC, tudi pri DSPG-
Na lahko v literaturi najdemo le podatek za temperaturo prehoda iz gel v tekoče stanje, ne navajajo 
pa temperature tališča fosfolipida (57). V prvem ciklu segrevanja holesterola (slika 15) se pojavi 
en fazni prehod z nizko entalpijo in pri relativno nizki T, ki ga pripišemo Tm. Pri drugem ciklu 
segrevanja pa se pojavi dodaten oster vrh z višjo entalpijo pri temperaturi 148,66 °C, ki ga 
pripišemo Tm. Dobljen fazni prehod se tudi ujema z literaturno navedeno temperaturo tališča za 














































































































Slika 15: Termografa DSC analize čistih substanc DSPG-Na in holesterola z označenimi 




V zmeseh fosfolipidov se holesterol običajno poveže s tistim z nižjo Tm. To opazimo kot znižanje 
entalpije in širitvi vrha faznega prehoda. V našem primeru se holesterol najverjetneje poveže z 
DSPC.  
Večina termografov (slika 16, slika 17) po prvem ciklu segrevanja prikazuje dva temperaturna 
vrhova, oba nakazujeta da gre za endotermni proces. Enega pri T približno 65 °C in drugega pri T 
približno 85 °C. Vrhova se pri istih T pojavita tudi na krivulji drugega cikla segrevanja iz česar 
zaključimo, da gre za dve Tm. Na grafu tudi ni mogoče opaziti temperature steklastega prehoda 
(Tg), kar pomeni da se vsi vzorci nahajajo v kristaliničnem stanju. Obe temperaturi sta nižji od 
tališč, ki jih dobimo za čiste lipide. To pomeni, da imamo pred seboj kompleksne termografe, ki 
nastanejo kot posledica interakcij med lipidi. V našem primeru gre za interakcijo med 
fosfatidilholinskima (PC) in fosfatidilglicerolnima (PG) verigama, ki se v celotni sestavi 
popolnoma mešata v 2D planu lipidnega sloja. 
Pri nekateri vzorcih lahko opazimo odsotnost prvega temperaturnega vrha pri prvem ciklu 
segrevanja. Ta pojav je pogostejši pri vzorcih, ki smo jih raztapljali v metanolu. Pri vseh teh 
termografih pa vseeno opazimo dva vrhova pri ohlajanju in potem na krivulji drugega cikla 
segrevanja. Možni sta dve razlagi. Po prvi je entalpija faznega prehoda za prvo Tm prenizka oz. je 
prehod neizrazit in se zato zlije z izhodiščno linijo. Po drugi pa vzorec pri ohlajanju kristalizira v 
dve različni kristalni strukturi. Glede na to, da se enaka vrhova, kot se pojavita pri ohlajanju, 
pojavita tudi pri drugem ciklu segrevanja, sklepamo, da gre za kristalizacijo v drugo strukturo.   
Zaostanka topil v naših vzorcih ni. V primeru, da  bi vzorec vseboval večje količine topil bi na 
termografu to opazili kot pojav dodatnega vrha pri prvem segrevanju, ki bi potem pri ohlajanju oz. 
potem pri drugem ciklu segrevanja izginil. 
Za natančnejše vrednotenje nastalih liposomov na molekularni ravni bi morali za analizo uporabiti 





































































































4.2.5 Interpretacija DoE modelov za termografe DSC analize 
Regresijskega modela za vpliv spremenljivk na temperaturne vrhove pri DSC analizi ne moremo 
postaviti. Razen ponovljivosti (0,78 pri prvem in 1 pri drugem setu vzorcev) so vsi ostali 
koeficienti pri prvem (R2 = 0,56, Q2 < -0,2, veljavnost modela je 0,38) in drugem (R2 = 0,12, Q2 < 
-0,2, veljavnost modela je < -0,2) setu vzorcev prenizki. Dobljeni rezultati so pričakovani, saj so 
temperature faznih prehodov snovi odvisne od lastnosti snovi in ne od procesa priprave. Slednje 
vplivajo le na obliko vrhov.  
Razlike med seti vzorcev pa se pojavijo pri interpretaciji vpliva procesnih parametrov na 
normalizirano entalpijo. Visoke vrednosti koeficientov regresijskega modela pri prvem setu 
vzorcev (slika 18, zgoraj) nakazujejo, da lahko zanj postavimo kakovosten model napovedovanja 
vpliva posameznih procesnih parametrov. Iz grafičnega prikaza koeficientov (slika 18, spodaj) je 
razvidno, da ima v tem primeru največji vpliv temperatura vstopnega plina. Njen vpliv je 
negativen, prav tako ima tudi hitrost vstopnega plina negativen vpliv na entalpijo. Podobno velik 
vpliv kot hitrost vstopnega plina ima tudi hitrost razprševanja, vendar je njen učinek obraten od 
prejšnjih dveh. Opazimo, da je normalizirana entalpija povezana s hitrostjo sušenja oz. ohlajanja 
lipidne zmesi. To potrjuje tudi termograf, kjer opazimo spremembe v termografu pri ponovnem 







Slika 18: Grafični prikaz parametrov za oceno regresijskega modela (zgoraj) in grafični prikaz 
regresijskih koeficientov za vpliv preučevanih spremenljivk na normalizirano entalpijo pri DSC 
analizi (spodaj) za prvi set vzorcev. 
Pri drugem setu vzorcev ni bilo mogoče postaviti ustreznega tipa regresijskega modela. Razen 
dobre veljavnosti modela (0,9) so bili vsi ostali koeficienti v tem primeru neustrezni (R2 = 0,58, 
Q2 < -0,2, ponovljivost je – 0,08), zato je interpretiranje vpliva posameznih spremenljivk v tem 
primeru nesmiselno. Modela najverjetneje ni bilo moč postaviti zaradi podobnosti poskusov, ker 
je v vseh primerih sušenje lipidov potekalo enako hitro, saj je bila dovajana toplota prenizka za 
hitrosti sušenja, primerljive prvemu setu vzorcev. To potrjuje tudi odsotnost vrhov pri približno 
66 °C, ki so bili prisotni pri prvem setu vzorcev. 
4.3 VREDNOTENJE LIPOSOMOV 
4.3.1 Velikost liposomov  
Velikost liposomov velja za enega najpomembnejših kazalcev kakovosti (sploh pri večji 
koncentraciji raztopine). Rezultati meritev ekstrudiranih in neekstrudiranih vzorcev so 




4.3.1.1 Določevanje pogojev merjenja 
4.3.1.1.1 Redčenje 
Rezultatov testne serije nismo predstavili v tabeli, smo pa na osnovi teh meritev dobili informacije 
za nadaljnje meritve. Pričeli smo z merjenjem po dvakratni in nadaljevali vse do 16-kratne 
redčitve. V območju 2- do 8-kratne redčitve smo dobili primerljive rezultate, pri nadaljnjih 
redčitvah pa že pride do večjih nihanj v rezultatih, saj je zaradi prevelikega redčenja v disperziji 
premajhno število liposomov. Z vsakim redčenjem se veča tudi možnost in procent vnosa 
potencialnih nečistot (npr. prah) iz okolice, posledično dobljeni rezultati prikazujejo lažno večje 
ali manjše liposome. Do odstopanj od realnih vrednosti pride tudi, če raztopine ne redčimo, saj pri 
bolj koncentriranih vzorcih pride do prevelikega sipanja svetlobe in posledično se detektor zasiti. 
Na podlagi testne serije smo se na koncu odločili za skoraj dvakratno redčenje.  
4.3.1.1.2 Temperatura 
Preverili smo tudi vpliv temperature vzorca na naše meritve. Odločili smo se za tri odvzeme in 
sicer: eno uro po začetku redispergiranja, dve uri po začetku in hkrati eno uro po prenehanju 
mešanja in segrevanja ter merjenje po ohladitvi na sobno temperaturo. Manjša odstopanja so bila 
opazna med vzorci odvzetimi direktno po koncu mešanja in segrevanja ter tistimi odvzetimi po eni 
uri po prenehanju raztapljanja. Razlika, v velikosti liposomov, med odvzetima vzorcema pred 
ekstrudiranjem je bila 40 nm, v prvem, in 20 nm v drugem primeru, kar je glede na našo želeno 
končno velikost še sprejemljivo. Do enakega sklepa smo prišli tudi pri ekstrudiranju toplih in 
ohlajenih osnovnih vzorcev, kjer je bila ta razlika še manjša (1 nm v prvem oz 5 nm v drugem) 
(preglednica XII). Zaradi poenostavitve in ponovljivosti procesa smo se posledično odločili za 
ekstrudiranje in merjenje vzorcev na sobni temperaturi, saj se s tem izognemo dodatnemu koraku 







Preglednica XII: Primerjava meritev  velikosti liposomov pred in po ekstruziji skozi membrano s 
porami velikosti 100 nm ob različnih časovnih intervalih 
Oznaka vzorca Pred ekstrudiranjem Po ekstrudiranju skozi membrano z 100 nm 
Velikost [nm] PDI Velikost [nm] PDI 
SDN01-01* 844,6 0,266 144,3 0,077 
SDN01-02** 844,9 0,268 146,7 0,107 
SDN01-03 *** 805,7 0,302 145,1 0,083 
SDN02-01* 839,1 0,279 135,1 0,065 
SDN02-02** 759,4 0,455 133,5 0,075 
SDN02-03*** 780,7 0,330 138,3 0,065 
*vzorec odvzet 1 h po začetku redispergiranja v vodnem mediju, ** vzorec 2 h po začetku redispergiranja v vodnem 
mediju, ***vzorec ohlajen na sobno T 
4.3.1.2 Optimizacija izdelave liposomov 
Najmanjša velikost por polikarbonatne membrane, skozi katero smo še uspeli ekstrudirati vzorce, 
je bila 50 nm. Poskus smo zaradi robustnosti zasnovali na ekstrudiranju skozi pore velikosti 100 
nm. Za doseganje želene velikosti smo poskušali s postopnim ekstrudiranjem skozi pore različnih 
velikosti (800 nm, 400 nm, 200 nm in 100 nm ) in ekstrudiranjem direktno skozi pore velikosti 
100 nm. Razlika je bila zanemarljiva (manj kot 20 nm). Podobno majhno odstopanje smo zaznali 
pri vplivu števila prehodov skozi polikarbonatno membrano. Razliko v velikosti smo primerjali 
pri rezultatih, dobljenih pri ekstrudiranju z 10-imi in 21-imi prehodi. Dobljena razlika je bila v tem 
primeru 10 nm. Odločili smo se za direktno ekstrudiranje z 21-imi prehodi skozi membrano. Ker 
v literaturi pogosteje navajajo liho število prehodov skozi membrano, smo se odločili za 21 
prehodov. S tem omogočimo, da so vsi liposomi vsaj enkrat prešli membrano. Ne glede na velikost 
por v membrani in število prehodov skoznjo pa na koncu dobimo liposome, ki so večji od velikosti 
por v membrani. To pomeni, da je vmes prišlo do elastične deformacije liposomov, kot jo opisuje 
že Olson in sodelavci (43).  
Da bi  preverili ponovljivost in zanesljivost definiranega procesa, smo meritve ponovili po treh 
dneh od izdelave oz. prvih meritev. Teh rezultatov v tabeli nismo zabeležili, služili so zgolj za 




postopek robusten. V preglednici XIIIa in XIIIb smo zbrali povprečja meritev definiranih 
fizikalnih parametrov za posamezne vzorce pred ekstrudiranjem in po njem. 
Preglednica XIII: Rezultati meritev velikosti, polidisperznega indeksa (PDI) in zeta potenciala za 
liposome pred in po ekstruziji skozi polikarbonatno membrano velikosti 100 nm za prvi set 
eksperimentov (A) in drugi set eksperimentov (B) 
A) 
 






[mV] Velikost [nm] PDI 
Zeta potencial 
[mV] 
N1 838,0 0,256 - 73,4 149,1 0,130 -63,4 
N2 730,3 0,468 -67,8 134,6 0,079 -62,4 
N3 1049 0,194 -73,8 147,6 0,066 -60,5 
N4 869,6 0,260 -76,3 153,5 0,020 -63,0 
N5 900,9 0,252 -72,3 137,5 0,075 -72,2 
N6 788,9 0,234 -67,2 163,8 0,093 -67,8 
















N8 815,9 0,378 -67,4 148,0 0,043 -57,1 
N9 703,2 0,461 -66,6 145,2 0,058 -61,8 
N10 849,0 0,274 -74,6 146,6 0,068 -63,1 
N11 730,4 0,337 -71,1 150,9 0,062 -65,4 
N12 946,3 0,304 -76,4 145,3 0,103 -65,1 
N13 977,8 0,296 -74,5 156,3 0,114 -68,5 
N14 605,2 0,544 -71,7 142,6 0,075 -63,6  
 
Kot smo lahko sklepali na podlagi rezultatov ostalih študij in proizvajalca opreme, je velikost 
nastalih liposomov pred ekstruzijo odvisna od nastavitev procesnih parametrov (33, 59). S 
pomočjo programa smo na podlagi dobljenih rezultatov dobili še grafični prikaz vpliva posamezne 




pred ekstruzijo in po njej. Z interpretacijo obeh pa smo lahko natančneje definirali, kolikšen je 
vpliv posameznega procesnega parametra na končni izid. 
Skladno s pričakovanji smo za liposome, izdelane iz mešanice topil, ugotovili, da ima hitrost 
pretoka plina največji vpliv na velikost neekstrudiranih liposomov (slika 19). Pri večji hitrosti 
dovajanja plina tako nastanejo večji liposomi. V nasprotju s pričakovanji ima nekoliko manjši 
vpliv tudi temperatura plina, ki vstopa v sušilno komoro. Regresijski koeficienti izdelanega modela 
za vpliv spremenljivk imajo vsi visoke vrednosti - blizu 1 (R2, Q2, veljavnost in ponovljivost) kar 
pomeni, da je izdelan model kakovosten in zanesljiv. Pričakovali smo, da ima zvišanje Tinl vpliv 
zgolj na kakovost sušenja razpršene disperzije lipidov, na samo velikost veziklov nastalih po 
redispergiranju, pa naj temperatura vstopnega zraka ne bi vplivala. Z višjo temperaturo namreč 
dosežemo hitrejše sušenje zaradi večjega vnosa energije v sušilno komoro in večjega prenosa 
toplote na sušečo se kapljico. Glede na izide merjenja velikosti liposomov smo z višanjem Tinl 
dobili manjše liposome, kar je v nasprotju s pričakovanim. Lahko, da smo pri nastavitvi drugih 
dveh parametrov sušenja izbrali vrednosti, pri katerih so dobljeni izidi ravno obratni od 
pričakovanih. Za potrditev ali gre zgolj za naključje, bi morali narediti več poskusov. Večji 
liposomi so pri sušenju disperzij mešanice topil nastali pri izdelavi vzorcev N03 in N05.  
 
Slika 19: Grafični prikaz parametrov za oceno regresijskega modela in grafični prikaz regresijskih 
koeficientov za vpliv preučevanih spremenljivk na velikost nastalih liposomov pred ekstruzijo za 




Pri preučevanju parametrov za oceno regresijskega modela za liposome, izdelane v metanolu, vsi 
dobljeni koeficienti (R2 = 0,12, Q2 < -0,2 in ponovljivost < -0,2), razen faktorja za vrednotenje 
veljavnosti modela (0,9), nakazujejo na neustreznost oz. nezmožnost postavitve modela, s katerim 
bi lahko opisali vpliv spremenljivk na končno velikost neekstrudiranih liposomov. Iz tega stališča 
je pripisovanje kakršnih koli vplivov nastavljenih parametrov na dobljene velikosti liposomov 
nesmiselno. 
Pričakovano tudi za liposome po ekstruziji ne moremo postaviti modela napovedovanja. Dobljeni 
parametri za prvi set vzorcev so R2 = 0,30, Q2 < -0,2, veljavnost je 0,85 in ponovljivost < -0,2. Za 
drugi set vzorcev pa so vrednosti regresijskih koeficientov R2 = 0,35, Q2 < -0,2, veljavnost je 0,98 
in ponovljivost < -0,2 To pomeni, da ne glede na nastavitev parametrov pri sušenju z 
razprševanjem, le-to ne bo imelo vpliva na velikost liposomov po ekstruziji, njihovo porazdelitev 
in zeta potencial. Pričakovano zato, ker se vse potencialne razlike med vzorci z ekstruzijo izbrišejo, 
saj z ekstruzijo vse liposome poenotimo na enako velikost. Iz tega vidika lahko nastavimo poljubne 
pogoje sušenja. Edini dejavniki, ki pa pomembno vplivajo na izbiro parametrov, so izkoristek in 
možni zapleti, kot je mašenje filtra med procesom. 
Zanimiva je tudi primerjava liposomov, izdelanih v različnih topilih. Če vzamemo minimalno in 
maksimalno vrednost velikosti in širine porazdelitve velikosti vseh vzorcev, izdelanih v istem 
topilu, in primerjamo rezultate, pridemo do sledečih zaključkov: minimalna in maksimalna 
vrednost velikosti liposomov, izdelanih v mešanici topil pred ekstruzijo, znašata 730,3 nm za 
minimum in 1049 nm kot maksimum. Pri liposomih, izdelanih v metanolu, pa je velikost 
najmanjših nastalih liposomov pred ekstruzijo 605,2 nm, največji pa merijo 977,8 nm. V obeh 
primerih je razlika med minimalno in maksimalno vrednostjo več kot 300 nm, konkretneje 318,7 
nm za prvo in 372,6 nm za drugo serijo eksperimentov. Ti podatki nam povedo le, da se velikost 
nastalih liposomov precej razlikujejo glede na nastavljene parametre sušenja. Če bi se osredotočili 
le na ta parameter in bi hkrati kot edini kriterij vzeli čim manjšo velikost liposomov, bi kot topilo 
izbora vzeli metanol. V kolikor pogledamo še povprečje sredinskih eksperimentov pa pri 
kombinaciji topil dobimo vrednost 838,5 nm in za metanol 843,1 nm. Vidimo, da so si te vrednosti 
precej podobne. Glede na ta podatek bi zopet lahko izbrali katerokoli od testiranih dveh topil. Če 
upoštevamo še kriterij širine porazdelitve velikosti, pa se situacija spremeni. Minimalni PDI 




0,274 in 0,544. Za povprečje sredinskih eksperimentov dobimo pri prvi seriji vrednost 0,242 in pri 
drugi 0,381. Kljub temu, da sta tako minimalna in maksimalna vrednost PDI, kot tudi povprečje 
PDI sredinskih eksperimentov, za kombinacijo topil veliko bolj obetavni, tu nobena od dobljenih 
vrednosti ne ustreza, saj vrednosti v obeh primerih nakazujejo da gre za polidisperzni sistem. Ne 
glede na velikost liposomov za naš sistem želimo čim bolj enakomerno porazdelitev velikosti (čim 
nižji PDI). Z upoštevanjem obeh kriterijev v tem pogledu nismo dobili ustreznih liposomov pred 
ekstruzijo. 
Po ekstruziji obeh setov vzorcev se razlike med minimalnimi in maksimalnimi vrednostmi precej 
zmanjšajo, manjša pa je tudi razlika med obema setoma eksperimentov. Tedaj pri prvem setu, ob 
uporabi mešanice topil, dobimo najmanjše liposome v velikosti 137,5 nm in največje v velikosti 
163,8 nm. Pri drugem setu eksperimentov kot najmanjšo velikost dobimo vrednost 142,6 nm in 
kot maksimum 156,3 nm. Povprečni vrednosti sredinskih eksperimentov serij pa znašata 153,1 nm 
za prvo in 148,1 nm za drugo serijo. Razlika med obema ekstremnima vrednostima je v prvem 
primeru 26,3 nm in v drugem 13,7 nm, prav tako sta praktično enaki tudi povprečji sredinskih 
eksperimentov. Opazimo lahko, da se po ekstruziji poleg velikosti veziklov za več kot 10-krat 
zmanjšajo tudi razlike med robnimi vrednostmi velikosti dobljenih liposomov. Po ekstruziji so 
tako liposomi praktično enako veliki, kar pomeni da izbira topila nima vpliva na velikost 
liposomov po ekstruziji. Dodaten dokaz pa je tudi širina porazdelitve velikosti, ki se v obeh 
primerih giblje med 0,020 in 0,130. Povprečji sredinskih eksperimentov v nobenem primeru ne 
presežeta vrednosti 0,100, za prvo serijo dobimo rezultat 0,075, za drugo serijo eksperimentov pa 
0,097. Dobljene vrednosti nam povedo, da smo dobili monodisperzno disperzijo liposomov, kar 
pomeni da so vsi liposomi praktično enakih velikosti. 
Po izluščitvi ključnih parametrov, ki vplivajo na velikost liposomov, in z namenom pridobitve 
večjega izkoristka bi torej kot najoptimalnejšo izbrali nastavitev, pri kateri sicer dobimo večje 
vezikle (višja hitrost pretoka plina, nižja temperatura sušilnega plina) in hkrati manj maši filter. 
Zaradi omejitev naprave in šobe s samim sušenjem ne moremo doseči liposomov enakomernih 





4.3.2 Naboj liposomov 
Zeta potencial vseh vzorcev je predstavljen v preglednici XIII. Tako za meritve pred kot tudi po 
ekstruziji lahko iz dobljenih grafičnih prikazov razberemo, da ustreznega regresijskega modela za 
napovedovanje rezultatov ne moremo postaviti. Višja vrednost je opazna le pri koeficientu, ki 
opisuje veljavnost modela, vendar pa je ob nizkih vrednostih ostalih koeficientov ta podatek 
nepomemben (preglednica XIV). Na podlagi podanega modela zato ne moremo napovedati in 
zaključiti, da so nastavljeni parametri sušenja kakorkoli vplivali na zeta potencial dobljenih 
liposomov. Zaradi dejstva, da je naboj odvisen zgolj od izbire fosfolipidov in topila, ne pa od 
nastavitev procesnih parametrov, je bil rezultat pričakovan.  
Preglednica XIV: Prikaz vrednosti parametrov za oceno regresijskega modela vpliva proučevanih 





Vrednosti parametra pred 
ekstruzijo  
Vrednosti parametra po 










R2 0,38 0,48 0,05 0,50 
Q2 < -0,2 < -0,2 < -0,2 < -0,2 
veljavnost 0,62 0,51 0,53 0,57 
ponovljivost 0,39 0,60 0,21 0,50 
 
Ne glede na izbiro topila in nastavitev procesnih parametrov se v našem primeru vrednost zeta 
potenciala ne spremeni. Povprečna vrednost opravljenih meritev pri mešanici topil znaša -71,2 
mV in -71,8 mV pri liposomih, izdelanih v metanolu. Rezultata sta praktično enaka, k čemur 
prispeva tudi dejstvo, da smo imeli v obeh primerih enako sestavo liposomov. Manjša odstopanja 
dobljenih zeta potencialov so posledica variabilnosti opravljenih meritev. Vsi rezultati so po 
absolutni vrednosti tudi večji od 30 mV, zato lahko zaključimo, da smo dobili liposome, ki imajo 
potencial, da bodo fizikalno stabilni. Pri absolutni vrednosti 30 mV in več je namreč odboj med 
vezikli dovolj velik, da med shranjevanjem ne pride do agregacije. Spremembe vrednosti naboja 
nastalih liposomov pa se pojavijo po ekstruziji. Vrednosti so po absolutni vrednosti še vedno 
višje od 30 mV, vendar nižje kot pred ekstruzijo. Rezultati so -64,9 mV za prvi in -63,5 mV za 





V nalogi smo sprva v dveh različnih topilih izdelali raztopine pomožnih snovi, ki vsebujejo izbrana 
fosfolipida (DSPC in DSPG-Na) v kombinaciji s holesterolom v definiranem razmerju. Po principu 
DoE smo nato osnovali dva seta vzorcev s po 7-imi eksperimenti, ki smo jim definirali procesne 
parametre. Z metodo sušenja z razprševanjem, ki zadnje čase pridobiva vse večji pomen tudi kot 
metoda izdelave in ne le sušenja, smo izdelali suhe delce, ki smo jih nadalje rekonstituirali v vodi 
in s tem dobili disperzijo liposomov. Sama nastavitev procesnih parametrov je sicer vplivala na 
velikost in porazdelitev velikosti nastalih liposomov pred ekstruzijo, ne pa tudi na njihov naboj. 
Po ekstruziji ohlajene disperzije liposomov pa smo ne glede na izbrano topilo in nastavitve 
parametrov sušenja dobili liposome velikosti okrog 100 nm in PDI pod 0,1, kar kaže na to, da smo 
izdelali monodisperzni sistem liposomov. Med samo izdelavo smo prišli še do nekaterih ključnih 
ugotovitev: 
⮚ Pri eksperimentalnem delu raztapljanja je bilo ugotovljeno, da se DSPC bolje raztaplja v 
polarnih, medtem ko je holesterol bolje topen v nepolarnih topilih. Pri raztapljanju DSPG-
Na pa ima segrevanje večji učinek na učinkovitost in hitrost raztapljanja kot pretvorba iz 
disociirane v nedisociirano obliko z dodatkom kisline. 
⮚ Zaradi strukture samih molekul je pri raztapljanju najbolje uporabiti kombinacijo 
organskega topila z alkoholom. 
⮚ DSC karakterizacija pokaže, da v vzorcih ni zaostanka topil. Kompleksnost dobljenih 
termografov za vzorce in neujemanje s termografi čistih substanc dokazuje, da med 
izdelavo disperzij pride do interakcij med lipidi.  
⮚ Na povečanje izkoristka sušenja z razprševanjem vplivamo, na splošno, z znižanjem 
hitrosti pretoka sušilnega plina ter prilagajanjem ostalih parametrov sušenja glede na 
lastnosti izbranih topil. Smiselno bi bilo narediti še preizkus z dodatkom hidrofilnega 
ogrodja. 
⮚ Rezultati meritev fizikalnih lastnosti nastalih liposomov se ujemajo s pričakovanji. Pri 
večji hitrosti pretoka plina in manjši hitrosti razprševanja nastanejo večji liposomi. 
⮚ Parametri sušenja z razprševanjem ne vplivajo na merjene lastnosti liposomov po 
ekstruziji, jih je pa smiselno prilagoditi zaradi drugih vplivov, kot sta izkoristek in 




⮚ Zaradi enostavnejše izvedbe eksperimenta in preverjanja primerljivosti rezultatov se 
disperzija z liposomi ekstrudira ohlajena na sobno temperaturo in direktno skozi 
polikarbonatno membrano s čim manjšo velikostjo por. Število prehodov skozi membrano 
pa naj bo liho, saj na ta način zagotovimo, da so vezikli vsaj enkrat prešli skozi membrano. 
⮚ Nastali liposomi so pri sobni temperaturi stabilni najmanj 1 teden. Na osnovi izmerjenih 
nabojev liposomov lahko sklepamo tudi na daljšo stabilnost, ki pa bi jo bilo smiselno 
preveriti. 
⮚ Zaradi okrnjenosti eksperimentalnega načrta je bilo z njim moč zaznati le najznačilnejše 
vplive izbranih parametrov na končne liposome. Za bolj poglobljen vpogled v dogajanje v 
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